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Kurzfassung
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Manipulation der Primärreaktion
von Bakteriorhodopsin (BR). Dazu wurde die Primärreaktion mittels Ultrakurzzeit-
spektroskopie im Femto- und Pikosekundenbereich eingehend untersucht und erste
kohärente Kontrollexperimente an einem Modellsystem durchgeführt.
• Zuerst wurde der Einfluss der Proteinumgebung, den das Gegenion zur Schiffschen
Base des Retinals (Aspartat (D) Position 85) auf die Primärreaktion von BR aus-
übt, untersucht. Dabei wurde BR mit Halorhodopsin (HR) (fehlendes Gegenion,
Threonin (T)) und der BR-Mutante D85T verglichen. Die experimentellen Ergeb-
nisse zeigen, dass nur in dem Fall, wenn ein Anion exakt in einem eingeschränkten
Bereich um die Position 85 lokalisiert ist, eine BR-ähnliche stationäre Absorption
und eine schnelle Primärreaktion mit der BR-typischen Zeitkonstante von 0.5 ps
hervorgerufen wird. Fehlt dagegen das Anion oder befindet es sich außerhalb die-
ses eingeschränkten Bereichs, tritt eine Primärreaktion analog zur Primärreaktion
von HR mit einer biexponentiellen Kinetik von 1 bis 10 ps auf.
• Da in der Literatur widersprüchliche Ergebnisse bezüglich der initialen Bewegun-
gen im angeregten Zustand von BR vorliegen, wurde die Auswirkung der Anre-
gungsdichten auf die Fluoreszenzdynamik analysiert: Bei hohen Anregungsdichten
treten spektrale und dynamische Änderungen in der Fluoreszenz auf, die Mehr-
photonenprozessen zugeordnet werden können. Diese Mehrphotoneneffekte erklä-
ren bestehende Diskrepanzen in der Literatur. Nur für niedrige Anregungsdichten
sind lineare und native Anregungsbedingungen gewährleistet, unter denen sich ein
biexponentielles Verhalten ergibt. Dabei wurde zum ersten Mal ein dynamischer
Stokesshift beobachtet, der auf einen schnellen Umordnungsprozess auf der reak-
tiven Potentialfläche hindeutet.
• Ferner wurde der erste schnelle Prozess (<200 fs) in BR sowie in den BR-Mutanten
D85T im grünen Spektralbereich untersucht. Dazu wurde BR am isosbestischen
Punkt bei 534 nm erstmals im Detail analysiert, was zu einer genaueren Charak-
terisierung des ersten Prozesses führte. Bei dieser Wellenlänge wurde die Bildung
und Auswirkung eines spektralen Loches beobachtet. Zuerst wird die Absorption
aus dem angeregten Zustand sichtbar, die instantan mit der Anregung auftritt.
Das Ausbleichen des Grundzustandes erscheint hier mit 50 fs verzögert. Daran
schließt sich der dynamische Stokesshift an.
• Zuletzt wurde zur Vorbereitung der kohärenten Kontrolle an BR ein kohärentes
Kontrollexperiment am Modellsystem Oxazin 1 realisiert. Als Kontrollziel diente
die Optimierung der Grundzustandswellenpakete mit Hilfe linear gechirpter Anre-
gungsimpulse, deren linearer Chirp durch einen computergesteuerten Impulsformer
variiert wurde. Für die dominanten Schwingungsmoden bei 560 cm−1 und 609 cm−1
konnte ein optimaler Chirpparameter ermittelt werden, bei dem effizient Wellen-
pakete im Grundzustand erzeugt werden.
v
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1 Motivation
Das Sehvermögen des Menschen ermöglicht das Wahrnehmen von Bildern und Far-
ben, wobei der zugrunde liegende Prozess ein komplexes Zusammenspiel von mensch-
lichem Auge und Gehirn erfordert. Die Kombination aus Bildwahrnehmung und Bild-
verarbeitung stellt eine unvergleichliche Funktion dar, die bisher von Erfindungen
technischer Apparate oder Instrumente unerreicht bleibt.
1.1 Retinalproteine: Sehprozess
Der Sehvorgang wird durch das Auftreffen von Licht in Form von Photonen auf das
Auge initiiert. Die Photonen gelangen durch den dioptrischen Apparat, der aus der
Hornhaut (Cornea), der Linse und dem Glaskörper (engl. vitreous gel) besteht, ins
Auge (Abb. 1.1). Die Linse bündelt dabei das Licht und fokussiert es auf die Netzhaut
(Retina), die sich aus drei neuronalen Schichten zusammensetzt: den Ganglienzellen,
den Bipolarzellen und den Photorezeptoren (Abb. 1.2). Zunächst müssen die Pho-
tonen die Schichten aus Ganglienzellen und Bipolarzellen durchdringen, ehe sie die
Photorezeptoren erreichen können (Abb. 1.2). Als Photorezeptoren fungieren Zäpf-
chen und Stäbchen (engl. cone und rod), wobei im menschlichen Auge der Anteil
der Stäbchen überwiegt. Die Stäbchen sind für das Schwarz-Weiß- bzw. das Hell-
Dunkel-Sehen bei Lichtverhältnissen in der Dämmerung und in der Nacht zuständig,
während die Zäpfchen das Farbensehen unter hellen Lichtbedingungen ermöglichen.
Abbildung 1.1: Schematischer anatomischer Aufbau des menschlichen Auges [1].
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Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau der Retina [2]. Das Licht gelangt im Bild von unten
nach oben, zuerst über die Ganglienzellen und die Bipolarzellen auf die dahinterliegenden
Photorezeptoren, die Stäbchen (rod) und Zäpfchen (cone).
Strukturell bestehen die Photorezeptorzellen aus zwei Segmenten (Abb. 1.3), dem
Innensegment und dem Außensegment. Das Innensegment, mit dem der untere Teil
des Photorezeptors bezeichnet wird, enthält den Nukleus und die Synapsenenden.
Das Außensegment im oberen Teil setzt sich aus etwa tausend Lamellen, sogenann-
ten Scheibchen (engl. discs), zusammen, in denen das photorezeptorische Pigment
Rhodopsin konzentriert ist. Dieses Protein ist als Transmembranprotein in die Zell-
membranen der Discs integriert und besteht aus dem Apoprotein Opsin und dem
Chromophor Retinal. Für die Entdeckung des primären physiologischen und che-
mischen Sehprozesses erhielten Granit, Hartline und Wald 1967 den Nobelpreis für
Medizin. Die Photonen gelangen zum Photorezeptor und werden vom Rhodopsinmo-
lekül absorbiert [4]. Die lichtinduzierte Anregung initiiert eine cis-trans Isomerisie-
rung, bei der das Retinal eine Drehung um eine zentrale Bindung durchführt. Diese
Reaktion läuft sehr schnell ab und vollzieht sich auf einer Zeitskala von Femtosekun-
den. Die Isomerisierung als einziger lichtabhängiger Schritt im Sehprozess löst eine
Kaskade von nachfolgenden chemischen Reaktionen aus. Dabei wird durch die Isome-
risierung über eine Enzymkaskade eine Reaktion abhängig von der Konzentration von
Guanosinmonophosphat aktiviert, die das Öffnen und Schließen der Natrium-Kanäle
steuert. Das Schließen der Ionenkanäle bewirkt eine Änderung des Membranpoten-
tials der Rezeptorzelle, die dadurch hyperpolarisiert wird. Diese Hyperpolarisation
leitet ein elektrisches Signal über die Synapsen an das zentrale Nervensystem im
Gehirn zur Verarbeitung und Interpretation weiter.
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Abbildung 1.3: Links ist eine Schemazeichnung eines Photorezeptors dargestellt [3]. In
dessen Außensegment befinden sich Scheibchen (discs), die die lichtsensitiven Rhodopsin-
moleküle enthalten. Rechts in der Vergrößerung ist das in die Zellmembran integrierte
Rhodopsinmolekül mit seinem zentralen Retinalchromophor dargestellt.
Das Rhodopsin übernimmt damit die wichtige Funktion des Photorezeptors und steu-
ert mit seiner grundlegenden photochemischen Isomerisierungsreaktion die nachfol-
genden Prozesse. Die Erfindung des Lasers in den sechziger Jahren legte die Grund-
lage für eine neue Untersuchungsmethode, die Laserspektroskopie (Nobelpreise für
Bloembergen und Schawlow 1981 und Zewail 1999). Diese Methode ermöglichte nun,
zeitaufgelöste Laserspektroskopie an Rhodopsin durchzuführen, um den Isomerisie-
rungsvorgang und seinen Mechanismus aufzuklären.
1.2 Bakterielle Retinalproteine: Photosynthese und
Ionentransport
Bei der biochemischen Reaktion im Auge erfolgt eine Deaktivierung des Rhodop-
sinmoleküls, indem es in das Apoprotein Opsin und in ein freies Retinal zerfällt
[5]. Dieser irreversible Umwandlungsprozess erschwert die Aufklärung der Struktur
von Rhodopsin und seiner Funktionsweise im Auge. Im Stammbaum der Rhodop-
sine existieren jedoch zahlreiche Vertreter dieser Spezies [6], zu deren Familie auch
das wohl am besten untersuchte Protein Bakteriorhodopsin (BR) aus dem Archaeon
Halobacterium salinarum gehört. BR weist eine große strukturelle Ähnlichkeit mit
dem Rhodopsin im menschlichen sowie tierischen Auge auf [7–13]. Dabei fungiert es
im Archaeon ebenfalls als Photorezeptor, in dessen Inneren sich ein Retinalchromo-
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phor befindet. Die Absorption eines Photons hat auch hier eine Isomerisierung des
Retinals, allerdings von trans nach cis, zur Folge. Die Isomerisierung initiiert einen
reversiblen katalytischen Photozyklus, der mit dem Transport eines Protons aus der
Zelle verbunden ist. BR ist nicht nur wichtig für die Aufklärung der initialen Schrit-
te im Sehprozess, sondern auch von allgemeinem wissenschaftlichen Interesse, da es
als Modellsystem für die Photosynthese, für Ionenpumpen sowie für transmembrane
Rezeptoren mit 7 Helices dient.
Freies Retinal kann in Lösung unspezifisch um verschiedene C-C-Bindungen iso-
merisieren, wobei jedoch nur geringe Quantenausbeuten und kleine Reaktionsraten
erreicht werden [14–17]. Dagegen erfolgt beim Retinal, das im Protein BR gebunden
ist, eine Isomerisierung spezifisch um die C13=C14-Bindung mit einer deutlich größe-
ren Quantenausbeute und Reaktionsrate [18–26]. Damit übt die Proteinumgebung
und ihre Wechselwirkung mit dem Chromophor einen wesentlichen Einfluss auf die
photochemische Reaktion des Retinals aus.
Zu den wesentlichen offenen Fragestellungen gehören die katalytische Rolle des Pro-
teins auf die Primärreaktion, die Bedeutung des ersten Prozesses auf der angeregten
Potentialfläche <200 fs sowie die Manipulation der Primärreaktion mit Hilfe kohären-
ter Kontrolle. Bisher konnte noch kein Konsens bezüglich des exakten molekularen
Mechanismus in BR erzielt werden, so dass immer noch kontroverse Diskussionen
über die initialen Schritte in der Primärreaktion geführt werden.
1.3 Ziel der vorliegenden Arbeit
In dieser Arbeit wurden die primären photochemischen Prozesse des Retinals in BR
nach den folgenden Gesichtspunkten untersucht:
1. Der katalytische Einfluss der Proteinumgebung, den das Gegenion zur Schiff-
schen Base des Retinals (Aspartat (D) Position 85) auf die Primärreaktion
von BR ausübt, wird untersucht und mit den Primärreaktionen von Halorho-
dopsin (HR) (fehlendes Gegenion, Threonin (T)) und der BR-Mutante D85T
verglichen.
2. Die initialen Bewegungen auf der angeregten Potentialfläche wurden gleichzei-
tig mit zwei verschiedenen Spektroskopiemethoden, der zeitaufgelösten tran-
sienten Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie, im Femtosekundenbereich
charakterisiert.
3. Außerdem wurden erste kohärente Kontrollexperimente an Oxazin durchge-
führt, die einen völlig neuen experimentellen Ansatz zum Verständnis einer
photochemischen Reaktion verfolgen. Diese Experimente dienen als Vorexperi-
mente für die in Zukunft geplanten kohärenten Kontrollexperimente an BR.
4
1.4 Gliederung der vorliegenden Arbeit
1.4 Gliederung der vorliegenden Arbeit
Die vorgelegte Arbeit gliedert sich inhaltlich folgendermaßen:
• Kapitel 2: Zunächst wird eine Einführung in die Bedeutung und Funktion der
Retinalproteine im Archaeon Halobacterium salinarum gegeben, insbesondere
über BR, HR und die artifizielle BR-Mutante D85T.
• Kapitel 3: Es folgt die Beschreibung der experimentellen Aufbauten für die
zeitaufgelösten transienten Absorptionsmessungen, die zeitaufgelösten Fluores-
zenzmessungen und die kohärenten Kontrollexperimente sowie die Erläuterung
der Probenpräparation und der Datenauswertung.
• Kapitel 4: Anschließend werden die Experimente vorgestellt, die sich mit den
langsamen Bewegungen im Pikosekundenbereich auf der angeregten Potential-
fläche von BR befassen. In diesem Zusammenhang wird der Einfluss der Pro-
teinumgebung auf die Isomerisierung des Retinals anhand von BR, HR und der
BR-Mutante D85T untersucht.
• Kapitel 5: Im Gegensatz zum vorherigen Kapitel wird hier auf die initialen
Bewegungen im angeregten Zustand mit Hilfe von zeitaufgelöster Fluoreszenz-
spektroskopie und transienter Absorptionsspektroskopie eingegangen. Dabei
wird die Auswirkung der Anregungsintensitäten auf die primäre Fluoreszenz-
dynamik untersucht.
• Kapitel 6: Abschließend werden die Ergebnisse eines kohärenten Kontrollexpe-
riments am Laserfarbstoff Oxazin 1 präsentiert, bei dem die Wellenpaketsbewe-
gungen abhängig vom linearen Chirp im Anregungsimpuls untersucht werden.
Dieses Experiment dient als Vorbereitung zur kohärenten Kontrolle an BR.
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2 Bedeutung und Funktion der
Retinalproteine
Im Laufe der Evolution haben sich zelluläre Lebewesen entwickelt, die je nach Struk-
tur ihrer RNA in drei verschiedene Domänen klassifiziert werden können: Eukaryo-
ten, Bakterien und Archaeen (Archaea, früher auch als Archaebakterien bezeichnet)
[27]. Bei den Archaeen handelt es sich um einfache Zellen, die weder einen Kern
Abbildung 2.1: Salzsee mit der charakteristischen Purpurfarbe der Halobakterien [28]
noch Organellen besitzen. Da sie teilweise auch eukaryotische Merkmale aufweisen,
sind sie den Eurokaryoten näher verwandt als den Bakterien. Sie bewohnen einer-
seits Lebensbereiche mit
”
normalen“ Bedingungen wie das Meer [6], Seen oder den
Boden, können aber auch bevorzugt in sehr extremen Milieus leben: äußerst saure
Bedingungen (pH-Wert bei 0), bei sehr hohen Temperaturen um die 100 C̊ oder in
gesättigten Salzlösungen [29–31].
Zu den bekanntesten Vertretern der Archaeen zählen die Halobakterien mit ihrer
charakteristischen Purpurfarbe (Abb. 2.1). Sie sind in der Natur weit verbreitet und
leben unter hoher Sonneneinstrahlung in gesättigten salzigen Lebensräumen, die ei-
ne Salzkonzentration über 4 M NaCl aufweisen. Das Halobacterium salinarum [32]
(früher Halobacterium halobium) hat in diesen extremen Umweltbedingungen neben
der aeroben Atmung zwei anaerobe Prozesse, die Argininfermentation [33] und die
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Photosynthese [34] entwickelt. Unter dem Mikroskop erscheint das Halobacterium
salinarum stäbchenförmig mit einer Länge von 5 µm und einer Breite von 0.5 µm.
In seiner Zellmembran sind verschiedene Transmembranproteine eingebettet, die un-
terschiedliche Funktionen übernehmen (Abb. 2.2). Hierzu zählen vier verwandte Re-
Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Halobacterium salinarum mit seinen wich-
tigsten Membranuntereinheiten [35]. In der Zellmembran befinden sich verschiedene Trans-
membranproteine: Bakteriorhodopsin (BR), Halorhodopsin (HR), Sensorrhodopsin I (SRI)
und Sensorrhodopsin II (SRII), die ATP-ase, ein Flagellenmotor, sowie weitere Ionenkanäle.
tinalproteine (Bakteriorhodopsine, Halorhodopsine, zwei Arten von Sensorrhodop-
sinen) sowie Ionenkanäle, ATP-asen zur ATP-Bildung und ein Flagellenmotor, mit
dessen Hilfe sich die Zelle schwimmend fortbewegen kann. Diese vier Retinalproteine
bestehen aus jeweils sieben α-Helices, die untereinander mit kurzen Schleifen verbun-
den sind. Die Helices sind in einer ringförmigen Struktur angeordnet und umgeben
als zentralen Chromophor ein Retinal, das kovalent über eine Schiffsche Base an ein
Lysin der Helix G gebunden ist (Abb. 2.3 und Abb. 2.4).
Das Bakteriorhodopsin (BR), eine lichtgetriebene Protonenpumpe, ermöglicht dem
Archaeon mit Licht als einzig verfügbarer Energiequelle zu wachsen. Nach Absorp-
tion eines Photons transportiert BR ein Proton durch die Membran. Dabei gelangt
ein Proton von der zytoplasmatischen Seite auf die extrazelluläre Seite [36, 37]. Die
lichtgetriebene Protonenpumpe wandelt damit Lichtenergie in einen Protonengradi-
enten über die Zellmembran um, dessen protonenmotorische Kraft 280 bis 300 mV
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erreichen kann [38, 39]. Die Potentialdifferenz über der Membran kann unter an-
derem zur Bildung von ATP mit Hilfe der ATP-Synthase verwendet werden [40].
Neben BR befindet sich Halorhodopsin (HR) in der Zellmembran, das eine licht-
getriebene Chloridionenpumpe darstellt. HR transportiert Chloridionen in die Zelle
[41], um beim Wachstum den osmotischen Druck zu regulieren und die hohe interne
Salzkonzentration zu erhalten [42]. Ferner existieren zwei phototaktische Rezeptoren,
Sensorrhodopsin I und II (SRI und SRII) [43]. Das SRI ist an der Phototaxie beteiligt
[44, 45]. Es vermittelt ein Signal an den enggebundenen Komplex, das Übertragungs-
protein (engl. transducer) HtrI, das im Gegenzug den Flagellenmotor aktiviert [46],
um
”
günstiges“ Licht in einem Wellenlängenbereich von 500 nm bis 650 nm zu su-
chen (photophil) und schädliches UV-Licht zu meiden (photophob). Das SRII trägt
ebenfalls zur Phototaxie bei [47]. Es leitet ein Signal an den Komplex mit dem Über-
tragungsprotein HtrII weiter, das photophob auf blaues Licht reagiert [48–50].
In den folgenden Abschnitten wird ausführlich auf die beiden Proteine BR und HR
eingegangen und eine artifizielle BR-Mutante D85T vorgestellt.
2.1 Bakteriorhodopsin
2.1.1 Struktur
Das Membranprotein BR wurde in den siebziger Jahren entdeckt [34, 58] (für Über-
sichtsartikel siehe folgende Veröffentlichungen [19, 59–62]).
BR mit einem Molekulargewicht von 26 kD ordnet sich in der Zellmembran in Form
von Trimeren zu einem zwei-dimensionalen hexagonalen Kristall an [58, 63], die soge-
nannte Purpurmembran (PM). Insgesamt besteht BR aus 248 Aminosäuren [64, 65],
die in der Sekundärstruktur sieben α-Helices ausbilden [66–69]. Die Helices, die über
Schleifen miteinander verbunden sind, durchspannen die Membran und sind nahezu
senkrecht zur Membranebene ausgerichtet (Abb. 2.3). Sie bilden einen äußeren Ring
und einen inneren Ring, wobei der innere Ring einen hydrophilen Kanal definiert. Im
Inneren dieses Kanals befindet sich als Chromophor ein Retinal, das den zytoplas-
matischen Halbkanal (CP-Halbkanal) vom extrazellulären Halbkanal (EC-Halbkanal)
trennt. Das Retinal besteht aus einer Polyenkette konjugierter Doppelbindungen von
Kohlenstoffatomen und einem β-Iononring. Es liegt in einer planaren Konfiguration
vor [70–72] und ist kovalent über eine protonierte Schiffsche Base (C=NH+-Gruppe)
an die ε-Aminogruppe des Lys216 in der Helix G gebunden (Abb. 2.4) [73–76].
In der Bindungstasche ist das Retinal zwischen drei Tryptophanresten, Trp86, Trp182,
Trp189 und einem Tyrosin Tyr189 eingebettet. Außerdem befinden sich in der nähe-
ren Umgebung die geladenen und polaren Aminosäuren Asp85, Asp212 und Arg82.
Sie bilden einen sogenannten Gegenionkomplex [77], mit dem die Schiffsche Base
elektrostatisch wechselwirkt [78].
Im CP und im EC Kanal befinden sich mindestens sieben Wassermoleküle, die eine
bedeutende Rolle für den vektoriellen Protonentransport übernehmen [68, 69, 79].
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Abbildung 2.3: Protonentransport in BR [51]. Die Richtung des Transports erfolgt von
der intrazellulären Seite (IC) zur extrazellulären Seite (EC). Eingezeichnet sind das Re-
tinal (RET) und die wichtigsten Aminosäuren, die am Protonentransport beteiligt sind:
Asp38 (D38), Asp96 (D96), Phe171 (F171), Phe219 (F219), Asp212 (D212), Asp85 (D85),
Arg82 (R82) und Glu204 (E204) [18, 52–57]. Die zeitliche Abfolge und die Richtung der
wesentlichen Protontransferschritte sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
Es bildet sich ein kooperatives Wasserstoffbrückennetzwerk zwischen den Wassermo-
lekülen und den am Transport beteiligten Gruppen (Asp212, Trp86, Asp85 und der
Schiffschen Base) aus [80, 81].
Um den funktional aktiven Photozyklus zu initiieren, muss BR zuerst aus dem sta-
bilen Dunkelzustand lichtadaptiert werden. Im dunkeladaptierten Zustand liegt das
Retinal zu 50 bis 60 % in einer 13-cis, 15-syn-Konfiguration und zu 40 bis 50 % in
einer all-trans, 15-anti-Konfiguration vor [82, 83]. Im lichtadaptierten Zustand jedoch
verlagert sich dieses Gleichgewicht: das Retinal geht nahezu zu 100% in die all-trans,
15-anti-Konfiguration über [82, 84]. Nur im all-trans Zustand des Retinals kann BR
einen effektiven Pumpprozess durchführen. Die genaue physiologische Bedeutung des
dunkeladaptierten Zustandes ist allerdings noch nicht genau geklärt [85].
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Abbildung 2.4: Retinal mit protonierter Schiffscher Base. Nach Absorption eines Photons
isomerisiert das Retinal um die C13 = C14 Bindung.
2.1.2 Photozyklus
Allgemeine Beschreibung des Photozyklus
Die Absorption eines Photons setzt einen katalytischen Photozyklus in Gang, der
zu einem Protonentransport aus der Zelle führt. Durch spektroskopische Untersu-
chungen konnten einzelne Zwischenzustände, sogenannte Intermediate, identifiziert
werden und ihrer jeweiligen Funktion im Transport zugeordnet werden [88–91]. Der
Photozyklus durchläuft eine Sequenz von mehreren Intermediaten, die angefangen
mit I als dem frühesten Photoprodukt weiter in alphabetischer Reihenfolge bezeich-
net werden (I460, J600, K590, L550, M410, N530, O640) [36]. Die Indizes der Intermediate
bezeichnen die Absorptionsmaxima der jeweiligen Intermediate in nm. Der Photozy-
klus von BR ist in der Abb. 2.5 dargestellt und wird im Folgenden genauer erläutert:
Eine Photoanregung startet den Photozyklus mit der Primärreaktion, in der das
Retinal über den Zwischenzustand I460 von der all-trans Konformation in die 13-cis
Konformation übergeht, wobei die Reaktion eine pH-unabhängige Quantenausbeute
von 0.65 aufweist [18, 20–23, 92–100]. Die Isomerisierung erfolgt um die C13=C14-
Bindung (Abb. 2.4). Dieser Prozess vollzieht sich innerhalb von 500 fs [24, 101–104]
mit der Bildung des Produktzustandes J600 [101, 102], der mit 3 bis 5 ps in den K590
relaxiert [24, 85, 101–103, 105]. Der Zerfall des K590 in das L550-Intermediat läuft in
2 µs ab, verursacht eine Verstärkung der Wasserstoffbrückenwechselwirkungen zwi-
schen der protonierten Schiffschen Base und dem Asp85 über ein Wassermolekül
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Abbildung 2.5: Photozyklus von BR nach [29]. Die Intermediate sind mit Indizes versehen,
die das Absorptionsmaximum des Zustandes angeben. Kästchen mit S, T, I kennzeichnen
die Prozesse im IST-Modell. Für die Initiierung des Photozyklus muss BR zunächst licht-
adaptiert werden, was durch den Doppelpfeil gekennzeichnet ist. Der gestrichelte Kasten
umfasst die Primärreaktion im Femto- und Pikosekundenbereich. Für die späteren Zeitbe-
reiche sind die beiden wichtigsten Aminosäuren D85 (Asp85) und D96 (Asp96) angegeben,
die am Photozyklus beteiligt sind [86, 87].
[106–109] und bewirkt eine Lageveränderung des Wassermoleküls [110–112]. Da die
Schiffsche Base einen pKa-Wert über 13 [113] aufweist, liegt sie unter physiologi-
schen Bedingungen protoniert vor, wohingegen Asp85 mit einem pKa-Wert von etwa
3 deprotoniert ist. Im L-Intermediat ermöglicht die verdrillte Geometrie des Retinals
(13-cis) ein Absenken des pKa-Werts der Schiffschen Base, so dass ein Protonen-
transport von der Schiffschen Base zum Asp85 stattfinden kann. Beim Übergang
von L550 zu MI410 innerhalb einiger Mikrosekunden wird daher ein Proton von der
Schiffschen Base zum anionischen Protonenakzeptor Asp85 im EC-Halbkanal trans-
feriert [114–117]. Asp85 ist die einzige interne Aminosäure, die im M-Intermediat
protoniert vorliegt und für die spektrale Farbverschiebung (von violett nach blau)
verantwortlich ist [97, 118]. Als Reaktion auf die Protonierung von Asp85 wird ein
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Proton von Glu204 [119–122] mit Hilfe von Arg82 [53, 123, 124] dissoziiert und zur
anionischen Aminosäure Glu194 transferiert [125, 126], bevor es von dort an die
extrazelluläre Oberfläche [127] abgegeben wird. Dabei vollzieht sich der Übergang
von MI410 → MII410 [128–130]. Bei der Transformation von MII410 nach N560 in
einigen Millisekunden wird die Schiffsche Base durch Asp96, das als interner Pro-
tonendonor fungiert [131–133], reprotoniert [106, 114, 115, 134–136]. Während des
N560-Intermediats wird ein Proton von der zytoplasmatischen Seite aufgenommen,
damit der Protonendonor Asp96 wieder reprotoniert werden kann [137]. In Gegen-
wart der protonierten Aminosäure Asp96 und Asp85 isomerisiert das Retinal beim
Übergang von N560 zu O640 thermisch von der 13-cis Konformation zurück in die
ursprüngliche all-trans Konformation [138, 139]. Anschließend wird Asp85 durch die
Reprotonierung von Glu204 wieder deprotoniert. Dieser Prozess beendet den Photo-
zyklus und stellt den Ausgangszustand wieder her.
Modelle zum Photozyklus
Zur Beschreibung des Protonentransports existieren zwei Modelle: Das Local-Access-
Modell und das IST-Modell. Im Folgenden werden beide Modelle näher erläutert:
Im Local-Access-Modell [140–142] beginnt der Photozyklus nach Lichtanregung
mit der Isomerisierung des Retinals von all-trans nach 13-cis. Die Isomerisierung ver-
ursacht eine lokale Änderung in der Nähe des aktiven Zentrums, so dass die Schiffsche
Base von der extrazellulären Seite sowie von der zytoplasmatischen Seite zugänglich
wird [143]. Asp96 liegt im CP-Halbkanal protoniert vor und kann daher nicht als Pro-
tonenakzeptor fungieren, während Asp85 im EC-Halbkanal deprotoniert ist und da-
mit als Protonenakzeptor dienen kann. Das Proton wird von der Schiffschen Base zum
Asp85 in den EC-Halbkanal transferiert während der Bildung des MI-Intermediats.
Im MI-Zustand befindet sich die Schiffsche Base mit der Aminosäure Asp85 im Pro-
tonierungsgleichgewicht, während sie im MII-Zustand mit der Aminosäure Asp96 im
CP-Halbkanal im Gleichgewicht vorliegt. Da MI und MII im Gleichgewicht vorliegen,
steht die Schiffsche Base während deren Besetzung alternierend mit der Aminosäure
Asp85 und der Aminosäure Asp96 in Verbindung. Erst durch Abgabe des Protons an
die EC-Seite erhöht sich der pKa-Wert von Asp85 [120, 121] und somit steht Asp85
nicht mehr als Protonendonor für die Schiffsche Base zur Verfügung. Ein weiterer
Protonenaustausch mit der EC-Seite kann daher nicht erfolgen, so dass die Richtung
des Protonentransports irreversibel festgelegt wird und die Unidirektionalität des
Transports garantiert wird. Anschließend vollzieht sich eine Konformationsänderung
im Protein [78, 144], der eine Verringerung des pKa-Werts von Asp96 zur Folge hat.
Dadurch werden Protonen von der zytoplasmatischen Seite aus zugänglich, so dass
die Schiffsche Base durch Asp96 wieder reprotoniert werden kann. Nach Protonie-
rung der Schiffschen Base [53] erfolgt die thermische Isomerisierung des Retinals in
die Ausgangskonformation all-trans. In diesem Modell stellen der Protonentransfer
und das Schalten der Zugänglichkeit zwei voneinander abhängige Prozesse dar. Das
Schalten ergibt sich direkt als Konsequenz aus dem Protonentransfer.
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Im IST-Modell kann der Zyklus mit einer Abfolge von drei Schritten beschrieben
werden [145, 146]. Die einzelnen Schritte umfassen folgende Prozesse: eine Isome-
risierung (I), ein Schalten der Zugänglichkeit (Switch S) und einen Transfer eines
Protons (T). Die Abfolge für den Zyklus von BR lautet: I∗/T/S/T/I/S (Abb. 2.5).
Der Photozyklus startet mit der lichtinduzierten Isomerisierung (I∗) des Retinals
von all-trans nach 13-cis. Dabei ist die Schiffsche Base nur vom EC-Halbkanal aus
zugänglich. Anschließend wird ein Proton von der Schiffschen Base zum Protonen-
akzeptor Asp85 im EC-Halbkanal transportiert (T). Damit ändert sich der Proto-
nierungsgrad der Schiffschen Base, die nun deprotoniert vorliegt. Anschließend wird
die Zugänglichkeit der Schiffschen Base im Gleichgewichtszustand zwischen den bei-
den M-Intermediaten reguliert (S). Das MI-Intermediat, in dem die Schiffsche Base
nur vom EC-Halbkanal zugänglich ist, geht in das Intermediat MII über. In die-
sem Intermediat wird die Schiffsche Base nun vom CP-Halbkanal aus zugänglich,
so dass sie vom Protonendonor Asp96 wieder reprotoniert werden kann, wobei ein
Proton transferiert wird (T). Nach der Reprotonierung der Schiffschen Base durch
Asp96, isomerisiert das Retinal thermisch in seine Ausgangskonfiguration all-trans
zurück (I). Solange die Schiffsche Base noch deprotoniert vorliegt, kann das Retinal
keine Rückisomerisierungsreaktion durchführen. Erst nach der thermischen Rückiso-
merisierung wird die Zugänglichkeit der Schiffschen Base wieder vom CP-Halbkanal
zurück zum EC-Halbkanal geschaltet (S), der den Ausgangszustand im Photozyklus
von BR wiederherstellt.
Die Isomerisierung des Retinals initiiert zwei Prozesse, den Transfer (T) und das
Schalten (S), die miteinander konkurrieren. Dabei handelt es sich im Gegensatz zum
Local-Access Modell um zwei voneinander unabhängige Prozesse. Die Reihenfolge
der Prozesse (T) und (S) wird durch die relativen Ratenkonstanten bestimmt, die
damit letztendlich auch die eindeutige Richtung des Transports festlegen.
Im IST-Modell werden keinerlei Annahmen über die strukturelle Natur des Schalt-
vorgangs gemacht. Einerseits könnte es größere strukturelle Änderungen wie He-
lixbewegungen [78, 147–152] oder ein Abknicken einer Helix [153, 154] beinhalten.
Andererseits könnte das Schalten mit kleinen strukturellen Veränderungen verbun-
den sein, wie z. B. einer Rotation um eine Einfachbindung im Retinal (13-cis, 14-cis
nach 13-cis, 14-trans [155]), einer Reorganisation des Wasserstoffbrückennetzwerks
im Proteinkanal oder einer Reorientierung des Stickstoffatoms an der Schiffschen
Base von der extrazellulären zur zytoplasmatischen Seite [156]. Ergebnisse in [84]
deuten allerdings darauf hin, dass große Konformationsänderungen im Protein keine
notwendige Bedingung für den Schaltprozess darstellen, sondern ihn möglicherweise
nur unterstützen.
2.1.3 Primärreaktion des Photozyklus und Modelle
Dieser Abschnitt konzentriert sich auf die primären Schritte im Photozyklus von
BR. Die lichtinduzierte Isomerisierung des Retinals im Femto- und Pikosekundenbe-
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reich umfasst den angeregten Zustand I460 sowie das Intermediat J600. Spätestens mit
dem Intermediat K590, das nach 3 bis 5 ps gebildet wird, ist die Isomerisierung abge-
schlossen. Im Folgenden wird auf die Prozesse und Eigenschaften dieser Intermediate
ausführlicher eingegangen. Welche Funktion die Intermediate I460 und J600 im Pho-
tozyklus übernehmen, konnte jedoch bis jetzt noch nicht vollständig geklärt werden
und ist immer noch Gegenstand wissenschaftlicher Forschung. Ferner werden die drei
wichtigsten Modelle für die Isomerisierungsreaktion des Retinals vorgestellt und be-
schrieben: Drei eindimensionale Modelle (Zwei-Zustandsmodell mit Überdämpfung,
Drei-Zustandsmodell und Viel-Moden Modell) sowie ein zweidimensionales Modell
(Zwei-Zustandsmodell mit Zwei-Moden).
Allgemeine Beschreibung der Primärreaktion
Der angeregte Zustand I460 Dieser Zustand kann u. a. über zwei verschiedene Pro-
zesse, die Absorption aus dem angeregten Zustand (engl. excited state absorption,
ESA) und die stimulierte Emission, beobachtet werden. Die ESA besitzt eine Bande
im blauen Spektralbereich um 460 nm und eine weitere Bande um 750 nm [157, 158],
während die stimulierte Emission im roten Spektralbereich bei Wellenlängen größer
als 700 nm detektiert werden kann [103]. Bei transienten Absorptionsmessungen wird
die stimulierte Emission jedoch im Wellenlängenbereich zwischen 600 nm und 800 nm
teilweise durch die Bildung des Photoprodukts J600 und der ESA um 750 nm über-
lagert [159]. Somit kann die stimulierte Emission nur in der roten Flanke größer als
800 nm als isoliertes Signal spektroskopiert werden.
Eine optische Anregung mit einem Laserimpuls führt zu einer instantanen Populie-
rung des angeregten Zustands und somit zum instantanen Einsetzen der stimulierten
Emission. Allerdings gibt es auch Hinweise für ein verzögertes Auftreten der stimu-
lierten Emission von etwa 30 fs [160–162], die hauptsächlich monoexponentiell inner-
halb von 200 fs zerfällt. In Experimenten wird jedoch noch über eine zweite und länge-
re Zeitkonstante von etwa 2 ps berichtet, die aber mit unter 10 % eine deutlich kleine-
re Amplitude aufweist [160, 163]. Höhere Amplituden im Bereich zwischen 20 % und
40 % hängen von den experimentellen Bedingungen ab [22, 159, 161, 162, 164, 165].
Diese längere Zeitkomponente wird inaktiven Retinalmolekülen zugeordnet, die keine
Isomerisierungsreaktion durchführen können. Vergleicht man das zeitliche Verhalten
von nativen und BR-Analogen, bei denen die C13=C14-Doppelbindung blockiert ist
und damit die Isomerisierung unmöglich ist [160, 165–167], zeigt sich ein identisches
Zeitverhalten bis 200 fs. Folglich liegt das Retinal im Zustand I460 noch in seiner
all-trans Konfiguration [160, 168] bzw. in einer kaum verdrillten Konfiguration vor,
ehe es weiter in den isomerisierenden Reaktionspfad gelangt [169].
Das Intermediat J600 und das Photoprodukt K590 Im Intermediat K590 liegt das
Retinal schon eindeutig in der isomerisierten 13-cis Konfiguration vor [170]. Zum
einen konnte dies durch Röntgenbeugungsexperimente bei 100 K [171] nachgewiesen
werden, zum anderen durch zeitaufgelöste Ramanspektroskopie [99, 105, 172, 173],
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die eine Erhöhung der HOOP-Moden (HOOP = engl. hydrogen out of plane) im
Bereich zwischen 800 und 950 cm−1 feststellten. Als HOOP-Moden werden Schwin-
gungen der Wasserstoffatome im Retinal bezeichnet, die sich orthogonal zur Poly-
enebene bewegen. Da das Retinal im Grundzustand all-trans eine nahezu planare
Konformation einnimmt, verfügen die HOOP-Moden nur über eine geringe Intensi-
tät. Im K-Zustand gewinnen die HOOP-Moden aufgrund der Torsionsdeformationen
in der Retinalkette deutlich an Intensität [99, 138, 174], da das Retinal durch die
Isomerisierung von seiner planaren Geometrie in die verdrillte 13-cis Konformation
übergeht [99, 170, 175, 176]. Bevor das Photoprodukt K590 im Zyklus erreicht wird,
wird das Intermediat J600 mit einer Anklingzeit von 500 fs gebildet. Da mit Hilfe
von stationären Strukturmethoden nur K590 als erstes Intermediat eingefangen und
spektroskopiert werden konnte, handelt es sich bei J600 um einen heißen Schwingungs-
zustand [177], der innerhalb von 3 ps in das Intermediat K590 relaxiert. Allerdings ist
noch nicht eindeutig geklärt, in welcher genauen Struktur das Retinal im Intermediat
J600 vorliegt. Einer Theorie zufolge ist in J600 die Isomerisierung des Retinals in seine
13-cis Konfiguration vollständig abgeschlossen [104, 178, 179]. Die andere Theorie be-
sagt, dass das Retinal noch seine ursprüngliche all-trans Konfiguration besitzt. Eine
all-trans Konfiguration des Retinals konnte in zeitaufgelösten kohärenten Antistokes
Ramanexperimenten [172, 180] identifiziert werden, deren Zeitauflösung jedoch nicht
ausreicht, um diesen Prozess mit 500 fs zu charakterisieren. Ebenso deutet der Ver-
gleich von nativen und BR-Analogen in transienten Absorptionsmessungen [160] auf
Grund des identischen Zeitverhaltens bis zu einigen hundert Femtosekunden eher
auf eine all-trans Konfiguration hin. Doig et al. interpretieren aus experimentellen
Ergebnissen [105] die Umwandlung von J600 nach K590 als ein Schwingungskühlen des
Chromophors, das zusätzlich mit einer Konformationsrelaxation des Retinals verbun-
den ist [103, 104, 181, 182]. Daraus lässt sich die Schlussfolgerung ziehen, dass das
Retinal im Intermediat J600 eine stark verdrillte Form annimmt und diese verspann-
te 13-cis Konformation erst mit dem Übergang in das Intermediat K590 in seinen
Grundzustand relaxiert.
Modelle zur Beschreibung der Primärreaktion von Bakteriorhodopsin
Die Primärreaktion umfasst die Isomerisierung des Retinals, die durch eine Torsions-
bewegung um die zentrale C13=C14-Doppelbindung charakterisiert ist. Die dazuge-
hörige Reaktionskoordinate beinhaltet die Isomerisationskoordinate sowie die Torsi-
onskoordinate. Der folgende Abschnitt stellt ein- und mehrdimensionale Modelle zur
schematischen Erklärung der Isomerisierungsreaktion vor. In diesen Modellen wird
die Reaktion als Trajektorie in einem Potentialenergieschema beschrieben. Die Ener-
gie wird als Funktion von einer oder mehreren molekularen Koordinaten dargestellt.
Zwei-Zustandsmodell In diesem Modell erfolgt die Reaktion in einer Dimension
unter Verwendung der Isomerisierungskoordinate als Reaktionskoordinate [103, 181]
(Abb. 2.6). Nach lichtinduzierter Anregung gelangt das Retinal aus seiner all-trans
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Abbildung 2.6: Das Zwei-Zustandsmodell mit Überdämpfung [181]. Nach lichtinduzier-
ter Anregung bewegt sich das Wellenpaket repulsiv auf der angeregten Potentialfläche S1
barrierelos in das Minimum, aus dem es mit 500 fs in den Grundzustand S0 all-trans oder
13-cis übergeht.
Konfiguration in den Franck-Condon Bereich (FC-Bereich) des ersten elektronisch
angeregten Zustands S1. Die Potentialfläche wird entlang der Isomerisierungskoor-
dinate als repulsiv angenommen und das Wellenpaket bewegt sich ballistisch ent-
lang dieser Koordinate. Es bewegt sich innerhalb von 200 fs zum Potentialminimum,
während das Retinal in eine leicht verdrehte Konformation übergeht. Entlang der
Koordinate erhöht sich die Energie des elektronischen Grundzustandes und die Po-
tentialflächen der beiden Zustände nähern sich an. Dabei geht ein Teil der Moleküle
zurück in den Ausgangszustand all-trans. Der andere Teil wählt den Produktpfad
und reagiert innerhalb von 500 fs zum 13-cis Photoprodukt. Für das stark repulsi-
ve Potential sollte die Fluoreszenz bzw. die stimulierte Emission um 100 bis 200 fs
verzögert auftreten und sich während der Reaktion rasch zu niedrigeren Energi-
en verschieben. Dies steht allerdings im Widerspruch zu bisherigen zeitaufgelösten
Fluoreszenzmessungen [103, 164], in denen kein Stokesshift von dieser Größenord-
nung beobachtet werden konnte, sowie zu zeitaufgelösten Emissionsspektren [160],
die eine Verschiebung nur innerhalb der ersten 30 fs erfahren.
Drei-Zustandsmodell Anfinrud et al. entwickelten aus theoretischen und experi-
mentellen Ergebnissen ein weiteres eindimensionales Modell, das sogenannte Drei-
Zustandsmodell [143, 159, 161, 183]. Das Modell berücksichtigt im Gegensatz zum
Zwei-Zustandsmodell drei elektronische Zustände (Abb. 2.7). Durch die Wechselwir-
kung des ersten und des zweiten angeregten Zustandes entsteht eine Barriere im
ersten angeregten Zustand. Dieses Modell wird durch das instantane Auftreten der
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Abbildung 2.7: Drei-Zustandsmodell zur Beschreibung der Primärreaktion [161]. In diesem
Modell existiert eine Barriere im angeregten Zustand, die durch die Wechselwirkung des
ersten und des zweiten angeregten Zustandes zustandekommt.
stimulierten Emission und dem Vorhandensein einer weiteren ESA-Bande um 770 nm
[157] begründet. Nach dem Zwei-Zustandsmodell sollte die Fluoreszenzlebensdauer
<0.5 ps und temperaturunabhängig sein. Dies widerspricht frühen experimentellen
Ergebnissen aus [184, 185], die eine Temperaturabhängigkeit der Fluoreszenzlebens-
dauer beobachteten1. Die Lebensdauer verlängert sich von 0.5 ps bis zu 60 ps, wenn
die Temperatur von Raumtemperatur auf 77 K abgekühlt wird. Dieser Trend wäre
eher mit der Existenz einer Barriere von 4 bis 7 kJ/mol erklärbar. Außerdem sollten
die stimulierten Emissionsspektren eine Verschiebung zu niedrigeren Energien erfah-
ren, wenn sich das Retinal entlang der Isomerisierungskoordinate bewegt. Die stimu-
lierten Emissionsspektren weisen eine Anklingzeit von weniger als 30 fs auf [189], die
spektrale Form der stimulierten Emission aber verändert sich bis zu 1 ps kaum [161].
Dies legt nahe, dass die Anregung von BR in eine relativ flache Region der angereg-
ten Potentialfläche erfolgt und nicht in eine repulsive Region. Während der Emission
sollte das Retinal folglich eher in einer all-trans als in einer 13-cis Konfiguration
vorliegen. Damit sollte die Isomerisierungsreaktion nicht von der Proteinstruktur,
sondern von einer intrinsischen Eigenschaft des Retinals bestimmt werden.
Im Drei-Zustandsmodell wird die Existenz einer kleinen Barriere postuliert, die die
FC aktive Region von der steil verlaufenden Region entlang der Isomerisierungskoor-
dinate trennt. Die Lebensdauer des angeregten Zustandes ist näherungsweise durch
die Zeit bestimmt, die zum Überwinden der Barriere benötigt wird. Die verdrillte
Konformation korreliert mit dem Übergang zur Isomerisierung. Von dort führt der
1Die Ergebnisse beruhen auf älteren Daten, die durch neuere Experimente [186–188] widerlegt
worden sind. Intaktes BR zeigt keine Temperaturabhängigkeit der Fluoreszenzlebensdauer.
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Reaktionspfad in einen heißen Grundzustand zurück, indem das Retinal entweder in
den Ausgangszustand all-trans oder mit 0.2 ps in das Photoprodukt 13-cis übergeht.
Allerdings kann in diesem Modell die existierende Zeitkonstante von 0.5 ps in keiner
Weise beschrieben werden. Auch wird das instantane Auftreten der langwelligen sti-
mulierten Emission nicht berücksichtigt.
Rein eindimensionale Modelle, das Zwei-Zustandsmodell mit Überdämpfung und das
Drei-Zustandsmodell, sind nicht in der Lage, die Primärreaktion von BR ohne Wi-
dersprüche zu beschreiben, und stellen jeweils eine zu stark vereinfachte Näherung
des eigentlich mehrdimensionalen Potentials dar.
Viel-Moden Modell Ein weiteres Modell stellt das Viel-Moden Modell dar (Abb.
2.8) [190]. In diesem Modell werden für die Beschreibung der Primärreaktion zu-
sätzlich zur niederfrequenten Torsionskoordinate mehrere hochfrequente Moden be-
rücksichtigt, entlang derer die Reaktion abläuft. Nach einer optischen Anregung mit
einem Laserimpuls entwickelt sich das System sukzessive entlang der verschiedenen
Schwingungskoordinaten. Zunächst wird die hochfrequente C-C-Streckschwingung
angeregt, die mit einer Zeitkonstante von 200 fs relaxiert. Daran schließt sich die Re-
laxation der niederfrequenten HOOP-Moden mit 500 fs an, bevor die Isomerisierung
über eine Torsionsbewegung eingeleitet wird. Mit dem Erreichen des K-Zustandes
ist die Isomerisierungsreaktion nach etwa 3.5 ps abgeschlossen. Die Reaktionspfade,
entlang derer sich die Schwingungsrelaxation der Streckschwingungskoordinate mit
200 fs und der HOOP-Moden mit 500 fs vollzieht, führen zu den Intermediaten I460
und J600 im elektronisch angeregten Zustand.
Abbildung 2.8: Viel-Moden Modell zur Beschreibung der Primärreaktion [190]. Die Reak-
tion läuft entlang niederfrequenter und hochfrequenter Moden ab.
Zwei-Zustandsmodell mit Zwei-Moden Um eine Verbesserung der theoretischen
Beschreibung zu erreichen, wird das Modell mit Hilfe von mehrdimensionalen Poten-
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Abbildung 2.9: Zweidimensionales Modell zur Beschreibung der Primärreaktion. BR re-
laxiert aus dem FC-Bereich in das Potentialminimum (SP) und gelangt von dort zur koni-
schen Durchschneidung (CI) (Abbildung aus [191]).
tialflächen dargestellt. Dabei ergibt sich keine Aufspaltung der S0- und S1-Potential-
flächen wie im eindimensionalen Modell, sondern eine Art Reaktionstrichter, eine
sogenannte konische Durchschneidung (engl. conical intersection, CI) [192, 193]. Sie
verbindet die beiden Potentialflächen miteinander und ermöglicht einen sehr schnel-
len strahlungslosen Übergang von der S1- zur S0-Potentialfläche. Dieses Modell wurde
durch quantenchemische ab-initio Simulationen an retinalähnlichen Molekülen, pro-
tonierten Schiffschen Basen, sowie gelockten Retinal bzw. Polyenen, gestützt, das die
Reaktionen auf der ersten angeregten Potentialfläche widerspiegelt [191, 194–196].
Abb. 2.9 zeigt die erste angeregte Potentialfläche in Abhängigkeit von zwei Moden,
der Streckschwingungskoordinate des Gerüsts und der Torsionskoordinate. Es erfolgt
eine lichtinduzierte Anregung in den FC-Bereich des ersten angeregten Zustandes, in
dem ein Wellenpaket generiert wird, das entlang der Potentialfläche auf einem barrie-
relosen Reaktionspfad relaxiert. Die Bewegung aus dem FC-Bereich wird rein von der
totalsymmetrischen Streckschwingungskoordinate dominiert [197], die das zunächst
planare Molekül mit einer Kombination aus einer Dehnung der zentralen Doppel-
bindung und einer Stauchung der Einfachbindung aus dem FC-Bereich treibt. Nach
dieser Relaxationsbewegung innerhalb von 100 bis 200 fs gelangt das Molekül in ein
stationäres Energieplateau um den Sattelpunkt (SP), der das Auseinanderfließen des
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Wellenpakets verhindert. Der flache Bereich um SP wird dem intermediären Zustand
I460 [194] zugeordnet. Im SP ist die zentral relevante Doppelbindung gedehnt, aus
dem sich eine weitere Relaxation entlang einer schwach gekoppelten asymmetrischen
Torsionskoordinate vollzieht, die die Torsion um die zentrale C13=C14-Bindung er-
laubt. Die Entwicklung findet entlang der Torsionskoordinate zur CI statt, in der das
Retinal eine um 90◦ verdrillte Doppelbindung aufweist. Von der CI findet ein sehr
effizienter Zerfall in den Grundzustand statt, der von der Bildung der Retinalisomere
begleitet wird.
Dieses Modell scheint im Vergleich zu den eindimensionalen Modellen alle charakte-
ristischen Eigenschaften der Fluoreszenz zu beinhalten und gibt damit eine realisti-
schere Beschreibung der Primärreaktion wieder.
2.2 Halorhodopsin
2.2.1 Struktur
Im Archaeon befinden sich unter optimalen Bedingungen 300 000 Kopien von BR
pro Zelle. Im Gegensatz dazu ist HR nur in einem deutlich geringeren Maße von
15 000 bis 30 000 Kopien vertreten. Weitere allgemeine Informationen können den
folgenden Übersichtsartikeln entnommen werden: [39, 198–202].
HR fungiert als lichtgetriebene Anionenpumpe, die Chloridionen daneben Bromid-,
Iodid- sowie Nitrationen in das Innere der Zelle transportiert [41, 42, 203–209]. HR
dient zur Aufnahme von Salz, um den osmotischen Ausgleich während des Zellwachs-
tums zu gewährleisten. In der Zellmembran bildet HR im Gegensatz zu BR keine
zweidimensionalen Kristalle, sondern kristalline Strukturen in Form von alternieren-
den Tetrameren aus. Die Primärsequenz von HR setzt sich aus 274 Aminosäuren
zusammen und erreicht damit ein etwas größeres Molekulargewicht von 27 kD als
BR [211]. Analog zu BR faltet sich das Protein zu sieben α-Helices (Abb. 2.10),
die einen äußeren Ring und einen inneren Ring bilden, wobei der innere Ring einen
hydrophilen Transportkanal definiert [212–217]. Der innere Ring umgibt den Retinal-
chromophor, der über eine protonierte Schiffsche Base mit der ε-Aminogruppe des
Lys242 in der Helix G gebunden ist. Das Retinal ist im Zentrum des Kanals plat-
ziert und trennt dadurch den CP-Halbkanal vom EC-Halbkanal. In HR verfügt der
CP-Halbkanal über einen etwas größeren Querschnitt von 137 Å2 als in BR (106 Å2)
[218], der damit größer ist als es für einen Chloridtransport erforderlich wäre.
HR und BR weisen sehr große strukturelle Ähnlichkeiten auf. Dabei nimmt das Maß
der homologen Struktur in der Reihenfolge vom aktiven Zentrum über die Transmem-
branregion bis zu den verbindenden Schleifen hin ab. In der Transmembranregion
sind 36 % aller Aminosäuren von BR identisch, während in den verbindenden Schlei-
fen an der Proteinober- und -unterseite nur noch 19 % identisch sind [64, 65, 211].
Die größten strukturellen Übereinstimmungen lassen sich in der Bindungstasche des
Retinals beobachten [81], da das Retinal ebenfalls in einer all-trans Konfiguration
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Abbildung 2.10: Dreidimensionale Struktur von HR mit Retinalchromophor und den
beiden Chloridbindungsstellen 1 und 2. Die Pfeile kennzeichnen die Richtung des Chlorid-
transports. Abbildung aus [210].
vorliegt und über eine Schiffsche Base an das Protein gebunden ist. Daher sollte
die Bindungstasche von HR sehr ähnlich zu der von BR sein [173]. In der nähe-
ren Umgebung des Retinals befinden sich ingesamt 21 Aminosäuren, von denen 13
Aminosäuren auch in BR vorhanden sind. Die verbleibenden 8 Aminosäuren weisen
zum Teil eine ähnliche Struktur zu korrespondierenden Aminosäuren in BR auf. Ein
wesentlicher struktureller Unterschied betrifft den Protonenakzeptor Asp85 und den
Protonendonor Asp96 in BR, der eine enorme Auswirkung auf die biologische Funk-
tion des Proteins hat. Das Asp96 von BR ist in HR durch die Aminosäure Alanin
und das Asp85 von BR durch die hydrophile neutrale Seitenkette Thr111 ersetzt.
Vergleicht man alle bis heute sequenzierten Rhodopsine, enthalten alle Chloridio-
nenpumpen die charakteristischen Aminosäuren Thr und Ala, während Protonen-
pumpen als entsprechende Aminosäuren zwei Aspartate besitzen [30].
In HR kann ein Chloridion in der Nähe der Schiffschen Base gebunden werden (Abb.
2.11) [219–221]. Die Schiffsche Base ist über Wasserstoffbrückenbindungen schwach
an die negativen Gegenladungen, bestehend aus den Aminosäuren Asp238, Thr111,
Arg108 und dem Chloridion, gekoppelt [222]. Dabei imitiert das Chloridion die Car-
boxylgruppe des Asp85 in BR. In HR existieren zwei Bindungsstellen, die mit 1 und
2 bezeichnet werden [223, 224]. Ionen, die an die Bindungsstelle 2 gebunden werden,
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Abbildung 2.11: Die Chlorid-Bindungsstelle in HR (Abbildung aus [216]), wobei Wasser-
moleküle (rot), das Chloridion (grün) und das Retinal (türkis) eingezeichnet sind.
können nicht transportiert werden [225]. Allerdings beeinflusst die Anionenbindung
an die nichtspezifische Bindungsstelle 2 den pKa-Wert der Schiffschen Base im Re-
tinal. Man geht davon aus, dass sich die Bindungsstelle 2 räumlich in der Nähe von
der spezifischen Bindungsstelle 1 im EC-Kanal befindet. Um einen Anionentransport
auszulösen, muss die spezifische Bindungsstelle 1 besetzt werden. In der Transmem-
branregion lassen sich nur drei positiv geladene Aminosäuren identifizieren, die als
Anionenbindungsstelle in Frage kommen: Arg108, Arg200 und die protonierte Schiff-
sche Base. In Analogie zu BR mit seinen beiden Bindungsstellen Asp85 und Asp96
verfügt HR über zwei Argininreste: Arg108 im EC-Kanal und Arg200 im CP-Kanal.
Auf beiden Seiten sind zwei Threoninreste, das Thr111 auf der EC-Seite und das
Thr203 auf der CP-Seite, lokalisiert. Das Aminosäurepaar Thr111-Arg108 dient als
Chloridbindungsstelle [225], wobei Arg108 an der Bindungsstelle 1 in der Nähe der
Schiffschen Base beteiligt ist [226].
Um bei BR einen aktiven Protonentransport auszulösen, muss BR vorher lichtadap-
tiert werden, um zu 100 % eine all-trans Konfiguration herzustellen. Im Gegensatz
dazu kann eine Lichtadaptation von HR keine all-trans Konfiguration zu 100 % er-
zielen, so dass stets eine Verteilung von Retinalisomeren vorliegt [227–229]. Zudem
erzeugt eine kontinuierliche Belichtung den Zwischenzustand HRL410 mit deproto-
nierter Schiffschen Base und ruft eine Akkumulation dieses Zustandes hervor. Dieser
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Prozess inaktiviert HR als Chloridpumpe, so dass HR die Fähigkeit verliert, Ionen
zu transportieren [203, 230].
2.2.2 Photozyklus
HR führt analog zu BR nach lichtinduzierter Anregung einen Photozyklus durch,
der nach 14 ms abgeschlossen ist [231]. Es existieren zwei verschiedene Photozyklen,
die von der umgebenden Salzkonzentration abhängen [232]. Im Folgenden soll nur
der aktive Photozyklus mit Chloridtransport beschrieben werden (Abb. 2.12), der
bei hohen Salzkonzentrationen auftritt [41].
Abbildung 2.12: Photozyklus von HR. Die Indizes der Intermediate bezeichnen jeweils
die Wellenlänge ihres Absorptionsmaximums. Arg108/Thr111 und Arg200/Thr203 stellen
beide wichtige Aminosäurepaare dar, die wesentlich am Chloridtransport beteiligt sind. Die
drei Buchstaben I, S und T bezeichnen die formalen Prozesse im IST-Modell. Die gestri-
chelte Umrandung kennzeichnet die Primärreaktion im Femto- und Pikosekundenbereich.
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Allgemeine Beschreibung des Photozyklus
Nach Initiierung des Photozyklus relaxiert der angeregte elektronische Zustand und
erfährt eine Aufteilung in einen nichtreaktiven Pfad, der wieder in den Grundzustand
zurückführt, und in einen reaktiven Pfad mit einer deutlich geringeren Quantenaus-
beute von ca. 0.3 als BR [203, 233]. Im reaktiven Pfad erfolgt eine Isomerisierung
des Retinals von all-trans nach 13-cis [219, 234–237]. Diese initiale Isomerisierung
wird durch die Bildung eines rotverschobenen Intermediats (HR600, HRK) mit einem
Absorptionsmaximum bei 600 nm eingeleitet und ist nach etwa 2 ps abgeschlossen
[238]. Das Photoprodukt HR600 weist eine Ähnlichkeit zum K-Intermediat von BR
auf [239] und bleibt für mindestens 2 ns stabil [240, 241]. Das HR600-Intermediat
zerfällt in mehreren Mikrosekunden und geht in das Intermediat HR520I bzw. in
das LI-Intermediat über. Während dieses Prozesses erfolgt eine schnelle Relaxation
im Protein. Dabei nimmt der pKa-Wert der Schiffschen Base von einem Wert zwi-
schen 7.4 und 9.6 [203] abhängig vom anwesenden Anion [223, 242] auf 4.8 ab. Das
Chloridion besetzt die Bindungsstelle 1, die aus dem Aminosäurepaar Arg108 und
Thr111 gebildet wird. Die Absenkung des pKa-Werts der Schiffschen Base verän-
dert die Wechselwirkung mit dem Chloridion [243], die während der Lebensdauer
von HR520I an eine Lageveränderung des Chloridions gekoppelt ist. Das Chloridion
wird zur Schiffschen Base in seiner 13-cis Konfiguration transportiert [122, 219, 226].
Analog zu den beiden M-Intermediaten in BR existieren in HR ebenfalls zwei Inter-
mediate [202] HR520(EC) und HR520(CP) bzw. LI und LII. Zwischen diesen beiden
Intermediaten wird die Zugänglichkeit der Schiffschen Base vom EC-Halbkanal zum
CP-Halbkanal geschaltet, um die Unidirektionalität des Ionentransports zu gewähr-
leisten. Während des Schaltvorgangs vollzieht sich eine Konformationsänderung, die
eine Verbindung von der Schiffschen Base zum gebundenen Chloridion und dem
Zytoplasma herstellt. Dadurch wird eine Abgabe des Chloridions in das Zytoplas-
ma möglich. Das Chloridion wird von der Schiffschen Base über das Aminosäurepaar
Thr203 und Arg200 zur zytoplasmatischen Oberfläche transportiert. Während dieses
Vorgangs zerfällt das Intermediat HR520(CP)/ LII-Intermediat im Millisekundenbe-
reich, auf das die Bildung des Intermediats HR640 bzw. des O-Intermediats folgt. Der
Chloridtransfer ist mit einer bathochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums
um insgesamt 120 nm (von 520 nm nach 640 nm) verbunden. Die beiden Interme-
diate HR520 und HR640 liegen in einem Gemisch vor, so dass es zu einer Superposi-
tion der Spektren kommt. Das Verhältnis von beiden Intermediaten hängt von der
umgebenden Chloridkonzentration ab [231], die bestimmt, welches der Intermediate
hauptsächlich beobachtet wird. Im Intermediat HR640 liegt die protonierte Schiffsche
Base noch in der 13-cis Konfiguration vor [219, 237]. Wenn das Intermediat HR640
zerfällt, isomerisiert das Retinal thermisch zurück in seine Ausgangskonfiguration all-
trans. Außerdem wird mit der Entstehung des Intermediats HR565 die Zugänglichkeit
der Schiffschen Base vom CP-Halbkanal zurück zum EC-Halbkanal geschaltet. Die
direkte Umwandlung in den Grundzustand HR578 erfordert zusätzlich die Aufnahme
eines Chloridions [222] an die nun unbesetzte Bindungsstelle 1 [231], ehe der Aus-
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gangszustand von HR nach einigen Millisekunden wieder erreicht wird.
Die Photozyklen von BR und HR unterscheiden sich im Protonierungsgrad der Schiff-
schen Base. Bei BR besitzt die Schiffsche Base als aktives Zentrum ein Proton. Im
Gegensatz dazu ist bei HR das aktive Zentrum am Anfang nicht durch ein Chloridion
besetzt. Daher erfolgt bei HR zunächst der Ionentransfer zum aktiven Zentrum im
Gegensatz zu BR, bei dem das Proton weg vom aktiven Zentrum transportiert wird.
Die Pumprichtung in HR verläuft damit entgegengesetzt zu BR.
Der Photozyklus von HR läßt sich im IST-Modell als Abfolge von drei Schritten
beschreiben. Die Abfolge setzt sich aus verschiedenen Prozessen zusammen, einer
Isomerisierung (I), einem Ionentransport (T) und einem Schalten der Zugänglich-
keit (S). HR weist die gleiche Abfolge wie BR auf: I∗/T/S/T/I/S (Abb. 2.12). Eine
lichtinduzierte Anregung löst die Isomerisierungsreaktion des Retinals von all-trans
nach 13-cis aus (I*). Anschließend wird das Chloridion von der Bindungsstelle 1
zur Schiffschen Base transportiert (T). Um die Unidirektionalität des Chloridtrans-
ports zu gewährleisten, muss die Zugänglichkeit der Schiffschen Base von der EC-
Seite zur CP-Seite geschaltet werden (S). Dieser Vorgang ereignet sich während der
Umwandlung des Intermediats HR520I(EC) in das Intermediat HR520I(CP), wodurch
die Abgabe des Chloridions an das Zytoplasma ermöglicht wird (T). Anschließend
isomerisiert das Retinal thermisch zurück in seine all-trans Konfiguration (I) und
die Zugänglichkeit der Schiffschen Base wird vom CP-Halbkanal wieder zum EC-
Halbkanal geschaltet (S), ehe der ursprüngliche Ausgangszustand wiederhergestellt
wird.
2.2.3 Modelle zur Beschreibung der Primärreaktion
Im Folgenden wird genauer auf die Primärreaktion im Femto- und Pikosekunden-
bereich eingegangen. Dabei werden Modellansätze zur Beschreibung der Primärre-
aktion vorgestellt. Es haben sich drei verschiedene Modelle für die Primärreaktion
etabliert, die von den folgenden Gruppen Polland et al., Kandori et al. und Arlt et
al. aufgestellt wurden.
Modell von Polland et al. Polland et al. konnten durch die Kombination von
zeitaufgelöster Fluoreszenz- und Absorptionsspektroskopie für den angeregten Zu-
stand von HR eine Lebensdauer von 5 ps bestimmen. Zur Beschreibung der Primär-
reaktion werden zwei Modelle vorgeschlagen [240].
Im ersten Modell (Abb. 2.13 a)) gelangt HR nach lichtinduzierter Anregung aus
dem Grundzustand in den elektronisch angeregten Zustand S1. Dort kommt es zu
einer Verzweigung mit zwei parallelen Zerfallsprozessen: die Bevölkerung des Grund-
zustands S0 von HR und gleichzeitig die Bildung des Photoprodukts HRK. Beide
Prozesse laufen jeweils mit 5 ps ab. Da in ihren Experimenten nur eine Zeitauflösung
von 4.5 ps erzielt wurde, war es nicht möglich zu entscheiden, ob das Photoprodukt
HRK eventuell schneller als mit 5 ps entsteht. Daher schlagen Polland et al. ein weite-
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Abbildung 2.13: Zwei Modelle zur Beschreibung der Primärreaktion von HR nach Pol-
land et al. Im Modell a) erfolgt nach der Anregung aus dem Grundzustand S0(HR) eine
Verzweigung im angeregten Zustand S1, deren Prozesse parallel jeweils mit 5 ps zerfallen.
Das Modell b) basiert auf der Annahme, dass der Produktzustand S0(HRK) mit weniger
als 5 ps gebildet wird. Nach der Anregung kommt es zu einer Verzweigung im S1. Der Pro-
duktzustand entsteht direkt aus dem S1 mit weniger als 5 ps. Der initiale Grundzustand
S0(HR) wird über einen Zwischenzustand S1’ im angeregten Zustand erreicht.
res modifiziertes Modell (unteres Modell in Abb. 2.13 b)) mit der Annahme vor, dass
das Photoprodukt HRK mit einer kürzeren Zeitkonstante als 5 ps entsteht. Es wird
ein weiterer angeregter Zustand S1’ eingeführt, der durch die Lebensdauer von 5 ps
charakterisiert ist, sich aber optisch vom angeregten Zustand S1 durch seine elektro-
nische oder konformationelle Struktur unterscheidet. Nach lichtinduzierter Anregung
wird der angeregte Zustand S1 bevölkert, in dem eine instantane Verzweigung erfolgt.
Auf der S1-Potentialfläche wird im reaktiven Produktpfad das Photoprodukt HRK
gebildet. Parallel dazu entsteht im anderen Pfad zunächst der langlebige angeregte
Zustand S1’, bevor dieser mit 5 ps zerfällt und in den Grundzustand S0 von HR
relaxiert.
Ausgehend von den experimentellen Ergebnissen konnte keine Aussage getroffen wer-
den, welches von beiden Modellen die Primärreaktion adäquater beschreiben kann.
Modell von Kandori et al. Ein weiteres Modell zur Beschreibung des primären Re-
aktionsmechanismus schlagen Kandori et al. vor (Abb. 2.14) [233, 244, 245]. In ihren
Experimenten erreichten sie mit 0.6 ps eine deutlich höhere Zeitauflösung als Polland
27
2 Bedeutung und Funktion der Retinalproteine
Abbildung 2.14: Das Modell nach Kandori et al.: Nach einer lichtinduzierten Anregung
aus dem Grundzustand HRall-trans wird der FC-Bereich des angeregten Zustandes HR∗(FC)
bevölkert. Dort findet eine Verzweigung statt. Dabei relaxiert ein Teil in den Zwischen-
zustand HR∗, aus dem die Rekombination des Grundzustandes HRall-trans innerhalb von
2.3 ps stattfindet. Gleichzeitig führt ein Teil in weniger als 1 ps eine Isomerisierungsreaktion
durch und bildet den HRK-Zustand.
et al. Die Moleküle gelangen durch eine lichtinduzierte Anregung in den FC-Bereich
des ersten elektronisch angeregten Zustandes HR∗(FC). Im FC-Bereich laufen zwei
Prozesse simultan ab und konkurrieren miteinander. Im ersten Prozess entsteht ent-
lang der C13=C14-Isomerisierungskoordinate in weniger als 1 ps der Produktzustand
HRK. Im zweiten Prozess relaxiert ein Teil der Moleküle in einen Zwischenzustand
HR* entlang einer Reaktionskoordinate, die sich von der Isomerisierungskoordina-
te unterscheidet. Aus dem Zwischenzustand HR* kehren die Moleküle über einen
strahlenden oder nichtstrahlenden Prozess mit 2.3 ps wieder in den Grundzustand
all-trans zurück.
Das Schema von Kandori weist eine große Ähnlichkeit mit dem erweiterten Sche-
ma von Polland auf, nur die Zeitkonstanten unterscheiden sich um den Faktor zwei.
Ein weiteres Modellschema, das von Kobayashi stammt, ist mit dem von Kandori
identisch [246].
Modell von Arlt et al. Arlt et al. führten transiente Absorptionsmessungen mit
einer noch höheren Zeitauflösung von etwa 150 fs durch [247, 248], in denen sie drei
Zeitkonstanten beobachteten: 170 fs, 1.5 ps und 8.5 ps. In ihrem Modell (Abb. 2.15)
wird nach einer lichtinduzierten Anregung der FC-Bereich im S1 bevölkert, dessen Po-
pulation mit 170 fs biphasisch in zwei relaxierte Zustände auf der S1-Potentialfläche
zerfällt. Einer der beiden relaxierten Zustände HR*I mündet entlang einer Isome-
risierungskoordinate in einen reaktiven Pfad und bildet das Photoprodukt HR600.
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Abbildung 2.15: Potentialschema nach Arlt et al. für die Primärreaktion von HR [247].
Nach einer lichtinduzierten Anregung von HR erfolgt eine biphasische Verzweigung auf der
S1-Potentialfläche, wobei ein Teil über einen reaktiven Kanal das isomerisierte Photopro-
dukt HR600 bildet und ein Teil zurück in den Grundzustand all-trans zerfällt.
Der andere relaxierte Zustand HR*II bewegt sich entlang einer allgemeinen Reak-
tionskoordinate und kehrt in den Grundzustand all-trans zurück. Eine Zuordnung
konnte jedoch nicht getroffen werden, mit welcher der beiden Zeitkonstanten (1.5 ps
oder 8.5 ps) das Photoprodukt HR600 entsteht. Als Ursache für die beiden Reakti-
onskanäle im S1-Zustand kommt eine Heterogenität des Grundzustandes (all-trans,
13-cis) in Frage. Durch neue zeitaufgelöste Infrarotexperimente im Femtosekunden-
bereich [238, 249] konnten die beiden Zeitkonstanten den entsprechenden Prozessen
schließlich zugeordnet werden. Dabei wird der Produktzustand mit der schnelleren
Zeitkonstante von etwa 2 ps gebildet und die Rekombinierung in den Grundzustand
erfolgt mit der längeren Zeitkonstante von ca. 7 ps.
2.3 Vergleich von BR mit HR
Wie in den Abschnitten 2.1 und 2.2 beschrieben wurde, weisen BR und HR große
strukturelle Ähnlichkeiten auf. Dies umfasst sowohl die Primärstruktur, die Amino-
säuresequenz [64, 65, 202, 211, 250], als auch die Sekundärstruktur bestehend aus den
sieben α-Helices mit dem zentralen Retinalchromophor [69, 215]. Da BR eine licht-
getriebene Protonenpumpe und HR eine lichtgetriebene Anionenpumpe darstellt,
unterscheiden sich BR und HR trotz ihrer großen strukturellen Ähnlichkeit wesent-
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lich in ihrer biologischen Funktion.
Unter nativen Bedingungen (1-Photonenprozess) kann HR nur Chloridionen in die
Zelle transportieren. Unter besonderen experimentellen Bedingungen (2-Photonen-
prozess) jedoch ist HR in der Lage, Protonen in die Zelle zu transportieren [204, 251].
Damit verläuft die Richtung des Protonentransports in HR entgegengesetzt zur
Transportrichtung in BR.
Ähnlich zu HR kann BR unter bestimmten Bedingungen Anionen binden. Erfolgt
bei BR eine Protonierung der Position 85 (pH < 3), entsteht die sogenannte sau-
re Blaue Membran von BR, die jedoch keine Protonen mehr transportieren kann.
Stattdessen kann BR nun sowohl Chlorid- als auch Bromidionen binden und eventu-
ell auch pumpen [95, 252–255]. Damit führt die Änderung des Protonierungsgrades
einer einzelnen Aminosäure (Asp85) dazu, dass BR von einer auswärtsgerichteten
Protonenpumpe in eine einwärtsgerichtete Anionenpumpe konvertiert werden kann.
Wird an die Position 85 der sauren Blauen Membran ein Chloridion gebunden, ergibt
sich die sogenannte saure Violette Membran von BR [77, 118, 256–261], die analog
zu HR Chloridionen ins Zytoplasma transportieren kann [252, 262]. Die Position 85
scheint analog zum Gegenion in Rhodopsin [263] bei der biologischen Funktion des
Proteins eine wichtige Rolle zu übernehmen. In der Primärreaktion im Femto- und
Pikosekundenbereich verlangsamt sich die Lebensdauer des ersten angeregten Zu-
standes signifikant, wenn BR in Blauer Membran vorliegt oder eine geladene Ami-
nosäure in der Nähe der Schiffschen Base neutralisiert wird [22, 25, 264, 265]. Die
Lebensdauer des angeregten Zustandes beträgt im BR Wildtyp 0.5 ps. Bei Mutan-
ten mit protoniertem Asp85 tritt ein biexponentielles Verhalten mit zwei deutlich
längeren Zeitkonstanten von 1.5 ps und 10 ps auf. Die Quantenausbeute der Isomeri-
sierung sowie die im K-Intermediat gespeicherte Energie bleiben dabei unverändert.
Folglich hat der Protonierungszustand von Asp85 einen katalytischen Effekt auf die
Zerfallsrate des angeregten Zustandes und übt einen wichtigen Einfluss auf die Art
des Ionentransports aus.
2.4 Mutante D85T
Da die Aminosäure Asp85 und ihr Protonierungsgrad einen wichtigen Einfluss auf die
Primärreaktion und die Art des Ionentransports ausüben, wurde die Position 85 im
BR Wildtyp gezielt mutiert. Am BR Wildtyp wurde eine Punktmutation vorgenom-
men, indem das Aspartat 85 (Asp, D) (Abb. 2.16 a)) durch ein Threonin (Thr, T)
(Abb. 2.16 b)), durch ein Serin (Ser, S) oder ein Asparagin (Asn, N) ersetzt wurde.
Die hergestellten Mutanten werden mit D85T, D85S und D85N bezeichnet, je nach-
dem welche ungeladene Aminosäure T, S oder N das ursprüngliche Aspartat D an
der Position 85 ersetzt. Da die Protonierung der Aminosäure Asp85 einen wichtigen
Schritt im Photozyklus von BR darstellt, ähneln Mutanten, in denen Asp85 keine
negative Ladung besitzt, bestimmten Intermediaten im Photozyklus. Außerdem ist
die Mutante D85T interessant, da sich an der Position 85 in der Nähe der Schiff-
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Abbildung 2.16: Darstellung der Aminosäuren [266]: a) Aspartat, wie es an der Position
85 in BR vorliegt, die sich in der Nähe der Schiffschen Base befindet, und
b) Threonin, das in HR die Position Thr111 in der Nähe der Schiffschen Base einnimmt.
schen Base anstatt des Aspartats ein Threonin befindet, so dass sie in der Nähe der
Schiffschen Base strukturell mit HR übereinstimmt.
Die Punktmutation an BR (D85T oder D85S) kann die lichtgetriebene Protonen-
pumpe BR in eine lichtgetriebene Anionenpumpe konvertieren [146, 254, 267–269].
Durch die Mutation kann das Protein analog zu HR Anionen (Chloridionen, Bro-
midionen sowie Nitrationen [146, 254, 268]) in die Zelle transportieren. Im Gegensatz
zu BR erfolgt allerdings in der Mutante keine Deprotonierung der Schiffschen Base
im katalytischen Photozyklus [268, 269]. Zusammen mit der sehr ähnlichen Struktur
scheint der Mechanismus für den Ionentransport in BR und HR ähnlich oder sogar
identisch abzulaufen. BR enthält also auch strukturelle Eigenschaften, die für einen
Anionentransport erforderlich sind. Außerdem bewirkt die Punktmutation nicht nur
eine Änderung der Ionenselektivität, sondern auch eine Umkehrung der Transport-
richtung.
2.4.1 Struktur der Mutante
Mittlerweile stehen mehrere Röntgenkristallstrukturen der Mutante D85S mit einer
Auflösung von bis zu 2 Å zur Verfügung: eine substratfreie Struktur ohne gebundenes
Anion sowie substratgebundene Strukturen mit Bromidion oder Nitration [270–272].
Die ermittelten Strukturen sind auf die Mutante D85T übertragbar.
Wird in BR durch Mutation das Gegenion Asp85 der Schiffschen Base entfernt, tre-
ten verschiedene Veränderungen in der gesamten Struktur auf [273].
Für die anionenfreie Struktur von D85S, in der keine Anionen zum Transport vor-
handen sind, ist die Elektronendichte der Bindungstasche in Abb. 2.17 dargestellt,
wobei die jeweiligen Abstände der funktionellen Gruppen zueinander in Å angegeben
sind. Das Retinal in der Mutante D85S besitzt eine all-trans Konfiguration [270]. In
der substratfreien Struktur befindet sich über Wasserstoffbrücken gebunden ein ein-
zelnes Wassermolekül, das Wassermolekül 402, zwischen der Schiffschen Base, dem
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Abbildung 2.17: Darstellung der Bindungsstelle von D85S ohne Anion [270]. Das Retinal
ist über ein Wassermolekül 402 an die Aminosäure 85 gebunden. Die Abstände zwischen
den einzelnen Gruppen sind in Å angegeben.
Ser85 und dem Asp212. Die Bindungslängen der Schiffschen Base sowie der OH-
Gruppe von Ser85 zum Wassermolekül betragen jeweils ca. 3 Å. Im Vergleich zu
BR ist in der Mutante D85S das Wassermolekül 402 um etwa 1 Å näher an der
OH-Gruppe der Aminosäure Ser85 lokalisiert als das Wassermolekül an der korre-
spondierenden C=O-Gruppe des Asp85 im BR Wildtyp. Das Wassermolekül 402
wird in der Mutante D85S näher an das Serin gebunden, da die mutierte Seitenkette
Serin ein kleineres Volumen als die korrespondierende Aminosäure Aspartat in BR
einnimmt. Wenn kein Anion in der Mutante D85S vorhanden ist, wird diese Position
durch das Wassermolekül 402 besetzt. In Gegenwart von Anionen jedoch kann ein
Anion direkt in die Nähe von Ser85 gebunden werden. Das Anion (Bromidion BR1 in
Abb. 2.18) tritt an die Stelle des Wassermoleküls, indem eine enge Ionenpaarwechsel-
wirkung zwischen der Schiffschen Base und dem gebundenen Anion ausgebildet wird.
In der näheren Umgebung des Bromidions befinden sich das Ser85, die Schiffsche Ba-
se sowie die Aminosäure Asp212. Die Schiffsche Base kompensiert dabei effektiv den
Energieverlust für die Anionenbindung in der Umgebung durch eine niedrige Dielek-
trizitätskonstante [274, 275]. Weitere Wasserstoffbrückenbindungen bilden sich von
der OH-Gruppe des Asp85 zur C=O-Gruppe von Arg82 sowie zum Stickstoffatom
des Rückgrats von Trp86 jeweils mit einem Abstand von ca. 3 Å aus. Die Aminosäure
Asp212, die sich 3.44 Å von Ser85 entfernt befindet, besitzt keine Wasserstoffbrücke
zum Wassermolekül 402, sondern wird durch die beiden OH-Gruppen von Tyr185
und Tyr57 im Abstand von ca. 2 Å und 2.5 Å stabilisiert.
Im Bereich der Helices werden Unterschiede in der Helixanordnung beobachtet.
Nicht alle Helices behalten ihre Ausgangskonformation, die in BR eingenommen wird,
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Abbildung 2.18: Die Bindungstasche der Mutante D85S mit gebundenem Bromidion
(BR1) [271]. Ein Anion wird in der Nähe von Ser85 gebunden und befindet sich benachbart
zu den Aminosäuren Asp212 (D212) und Lys216 (K216) am Retinal.
bei. Insbesondere macht sich in der Helix E ein auffallendes Kippen im EC-Halbkanal
nach außen hin bemerkbar.
2.4.2 Eigenschaften
Die Neutralisierung der Aminosäure Asp85 hat nicht nur strukturelle Veränderun-
gen zur Folge, sondern wirkt sich auch auf das stationäre Absorptionsmaximum aus.
Reines Retinal absorbiert im blauen Spektralbereich zwischen 360 und 450 nm. Auf-
grund der Bindung an das Protein ergibt sich der sogenannte Opsinshift, so dass
BR ein Absorptionsmaximum bei λmax=567 nm aufweist [14], das über einen wei-
ten pH-Wertbereich von 6 bis 12 konstant bleibt. Dabei übt die Anwesenheit von
Chloridionen keinen Einfluss auf das Absorptionsmaximum aus [276]. Eine Neutrali-
sierung der Aminosäure Asp85, entweder durch Protonierung von Asp85 (saure Blaue
Membran) oder durch gezielte Mutation beispielsweise mit Threonin, induziert eine
Rotverschiebung des BR-Absorptionsmaximums von λmax=567 nm nach ca. 615 nm
[267, 268, 277–279]. Sind in der Mutante ausreichend überschüssige Anionen vor-
handen, kann ein Anion in der Nähe der Schiffschen Base gebunden werden. Dies
führt wiederum zu einer Blauverschiebung des Absorptionsmaximums, deren Aus-
maß von der Art des gebundenen Anions abhängt. Anionen üben eine abnehmende
Verschiebung auf das Absorptionsmaximum in der folgenden Richtung Chloridion >
Azidion > Bromidion > Nitration > Perchloration > Sulfation aus. Je nach Wahl des
pH-Wertes kann das Absorptionsmaximum stetig in den blauen Spektralbereich zu
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einem BR-ähnlichen Absorptionsmaximum verschoben werden [146, 268, 269]. Wenn
der pH-Wert zwischen 6 und 7 titriert wird, ergibt sich ein scharfer Übergang für das
Absorptionsmaximum. Da sich das Anion in der unmittelbaren Nähe zum Retinal-
chromophor befindet, verursacht die Bindung des Anions eine signifikante Änderung
der elektrostatischen Umgebung für das konjugierte Elektronensystem des Retinals.
Anionen scheinen nur bei einem pH-Wert unterhalb des pKa-Werts für den Übergang
(zwischen 6 und 7) zu binden. Der pKa-Wert des Übergangs wird vom Protonierungs-
zustand der Aminosäure Asp212, deren pKa-Wert 6.9 beträgt, bestimmt [146]. Bei
einem pH-Wert unter 7 wird eine Anionenbindungsstelle erzeugt, die molekular ähn-
lich zu der von HR ist.
2.4.3 Photozyklus
Die Mutante D85T kann bei einem physiologischen pH-Wert drei verschiedene Trans-
portmodi durchführen, die von den Lichtverhältnissen und der vorhandenen Ionen-
konzentration abhängen: einwärtsgerichteter Protonentransport, auswärtsgerichteter
Protonentransport und einwärtsgerichteter Chloridtransport [267, 269, 280, 281].
Im Folgenden wird nur der Photozyklus, der mit einem Chloridtransport verbunden
ist, beschrieben, da unter den experimentellen Bedingungen dieser Arbeit nur dieser
Transportmodus auftreten kann. Für einen Chloridtransport sind eine Belichtung
mit Wellenlängen im grünen Spektralbereich und eine ausreichend hohe Chloridkon-
zentration erforderlich. Der Photozyklus kann im IST-Modell mit der von BR und
Abbildung 2.19: Photozyklus der Mutante D85T (Abbildung aus [282]). Nach lichtin-
duzierter Anregung hν durchläuft D85T der Reihe nach die Intermediate P1, P2 und P3,
denen die Ratenkonstanten k1, k2 und k3 zugeordnet sind. Beim Übergang von P2 zu P3
erfolgt die Abgabe des Chloridions ins Zytoplasma. Während des Zerfalls von P3 wird ein
Chloridion aufgenommen und BR-D85T kehrt in den Ausgangszustand zurück.
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HR bekannten Abfolge I*/T/S/T/I/S beschrieben werden, die sich aus sechs auf-
einanderfolgenden Schritten zusammensetzt: einer Isomerisierung (I), einem Schal-
ten der Zugänglichkeit (S) und einem Chloridtransport (T). Der Photozyklus von
D85T berücksichtigt nicht die Primärreaktion im Pikosekundenbereich (Abb. 2.19).
Nach einer lichtinduzierten Anregung erfolgt eine Isomerisierung des Retinals (I).
Innerhalb mehrerer Nanosekunden entsteht ein rotverschobenes Intermediat P1, das
dem K-Intermediat von BR und dem Intermediat HR600 ähnelt. Das rotverschobene
Intermediat P1 zerfällt unabhängig von der umgebenden Chloridkonzentration. Da-
bei entsteht ein neues Intermediat P2 mit einem blauverschobenen Spektrum, dessen
Verschiebung in HR wesentlich ausgeprägter ausfällt. Die spektrale Blauverschiebung
kann durch eine veränderte Ladungsverteilung in der Nähe der protonierten Schiff-
schen Base hervorgerufen werden, die von der Transportbewegung des Chloridions
durch die Schiffsche Base selbst verursacht wird (T). Nach dem Chloridtransport
muss das Schalten der Zugänglichkeit (S) erfolgen, um eine Unidirektionalität des
Transports zu garantieren. Vermutlich wird während der Relaxation des Intermedi-
ats P2 das Chloridion an die CP-Seite abgegeben. Dieser Übergang weist nur eine
leichte Abhängigkeit von der Chloridkonzentration auf, da die Rate k2 mit steigender
Chloridkonzentration nur geringfügig zunimmt. An der Chloridabgabe sind die bei-
den Aminosäuren Arg175 und Thr178 beteiligt, die den beiden Aminosäuren Arg200
und Thr203 in HR entsprechen [282], wobei das Thr178 die wesentliche Funktion bei
der Chloridabgabe übernimmt und Arg175 sekundär nur in struktureller Hinsicht
erforderlich ist. Das Intermediat P2 zerfällt und geht in das Intermediat P3 über.
Der letzte Schritt umfasst die Rückisomerisierung des Retinals (I) und das zweite
Schalten der Zugänglichkeit (S). Mit der thermischen Relaxation des Intermediats
P3 und der Aufnahme eines Chloridions in den EC-Halbkanal wird der Photozyklus
abgeschlossen und die Mutante kehrt in ihren Ausgangszustand zurück. Die Quan-
tenausbeute des Chloridionen-Transports ist um einen Faktor 10 geringer als die für
den Protonentransport in BR [282].
2.4.4 Vergleich der Mutante D85T mit HR
Wenn man die Eigenschaften und den Photozyklus der Mutante betrachtet, treten
einige wesentliche Übereinstimmungen mit charakteristischen Merkmalen von HR
auf. Im Folgenden wird die Mutante D85T mit HR verglichen und es wird auf Ähn-
lichkeiten sowie auf graduelle Unterschiede eingegangen.
Die Anionenbindung in D85T unterscheidet sich von HR, da in D85T zuerst ei-
ne interne Gruppe protoniert werden muss, damit eine Anionenbindung überhaupt
möglich wird. Als interne Gruppe kommt dafür die Aminosäure Asp212 in Frage. Ei-
ne andere Möglichkeit bestünde in dem protonierbaren Wasserstoffbrückennetzwerk
[283], das seinerseits in der Lage wäre, die Elektrostatik in der Nähe der Schiffschen
Base zu bestimmen, und damit auch das Absorptionsmaximum beeinflussen könnte.
In HR entspricht der Aminosäure Asp212 von D85T die Aminosäure Asp238. Auch
wenn ein Halogenidion die Bindungsstelle in HR besetzt, bleibt Asp238 negativ ge-
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laden ohne direkt mit dem Halogenidion in Wechselwirkung zu treten. Stattdessen
dient Asp238 als Gegenion direkt für die Schiffsche Base und indirekt für die Ami-
nosäure Arg108 über ein lokalisiertes Wassermolekül [215]. In der Mutante ist nur
ein einziges Wassermolekül an der Wechselwirkung mit dem Halogenidion beteiligt,
während in der Bindungsstelle von HR insgesamt drei Wassermoleküle vorhanden
sind [215].
Die Chloridbindung verursacht in der Mutante eine Rotverschiebung des Absorp-
tionsmaximums. In HR dagegen übt die An- oder Abwesenheit von Chloridionen
keinerlei Einfluss auf das Absorptionsspektrum aus, so dass beide HR-Moleküle
mit oder ohne Chloridionen das gleiche Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge
von 578 nm, ähnlich zu lichtadaptiertem BR, aufweisen [205, 276, 284].
Um bei BR den Photozyklus zu starten, muss es zuerst lichtadaptiert werden, um zu
100 % die all-trans Konfiguration herzustellen. Im Gegensatz dazu führt eine Licht-
adaptation bei der Mutante und bei HR nicht zu einer vollständigen Konversion
des Retinals in den all-trans Zustand, sondern es liegt stets eine Heterogenität von
all-trans und 13-cis Isomeren vor [227–229, 285].
Der Photozyklus von D85T weist zum Photozyklus von HR zwar große Überein-
stimmungen auf, jedoch verfügt die Mutante über eine zwanzigfach kleinere Affinität,
Chloridionen zu binden als HR [146, 282]. HR zeigt die gleiche Abfolge von Prozes-
sen, unterscheidet sich aber im zweiten Schritt des Chloridtransports. Der Zerfall
des Intermediats HR520, der mit einer Abgabe eines Chloridions an das Zytoplasma
verbunden ist, hängt von der umgebenden Chloridkonzentration ab. Eine steigen-
de Chloridkonzentration führt zu einer Verlangsamung des Zerfalls von HR520. In
der Mutante dagegen findet der Zerfall des korrespondierenden Intermediats P2 viel
schneller statt (mindestens um einen Faktor 10) und zeigt nahezu keine Chloridab-
hängigkeit.
36
3 Experimentelle Aufbauten und
Probenpräparation
In diesem Kapitel werden die verschiedenen Ultrakurzzeitexperimente und deren
technische Realisierung vorgestellt. Es umfasst die zeitaufgelösten Fluoreszenzexperi-
mente sowie die zeitaufgelösten Pump-Probe-Experimente in transienter Absorption.
Ferner wird kurz auf die Präparation der Proben und die Verfahren der Datenauf-
bereitung eingegangen.
3.1 Experimentelle Aufbauten
Zur Erzeugung von Laserimpulsen auf der Femtosekundenskala wurden drei Lasersys-
teme verwendet, die alle auf einem ähnlichen Prinzip beruhen (Abb. 3.1) [286, 287].
Ein Oszillator liefert Femtosekundenlaserimpulse als Seedimpulse im MHz-Bereich.
Um Laserimpulse mit ausreichend hoher Energie zur Verfügung zu stellen, die für
die nachfolgenden nichtlinearen optischen Prozesse erforderlich sind, wird die Energie
der Laserimpulse in einem regenerativen Verstärker erhöht. Dazu passieren die Laser-
impulse zunächst einen Expander, der die Laserimpulse in der Zeit streckt, damit
die optischen Komponenten durch die hohen Spitzenintensitäten nicht zerstört wer-
den. Anschließend durchlaufen sie den regenerativen Verstärker, in dem die Energien
der Laserimpulse durch mehrere zeitliche Umläufe im Resonator deutlich verstärkt
werden. Die zeitliche Streckung der verstärkten Laserimpulse wird durch einen Kom-
pressor wieder kompensiert. Dabei liefern die hier verwendeten Lasersysteme, die bei
einer Repetitionsrate von 1 kHz betrieben werden, typischerweise Energien von eini-
gen Hundert µJ bei einer Zentralwellenlänge von ca. 800 nm und einer Impulsdauer
zwischen 75 und 150 fs.
Da sich die Absorptionsbanden der zu untersuchenden Moleküle im sichtbaren Spek-
Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines Oszillator-Verstärkersystems (CPA).
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tralbereich befinden, müssen sich Laserimpulse in diesem Wellenlängenbereich durch-
stimmbar erzeugen lassen. Dies lässt sich durch das NOPA-Konzept (NOPA: non-
collinear optical parametric amplification) realisieren [288–293]. Ein großer Vorteil
dieses Konzepts besteht einerseits in der Erzeugung von sehr breitbandigen Impulsen,
die die Erzeugung von sehr kurzen Impulsen unter 10 fs ermöglichen. Andererseits
können Impulse über einen großen Spektralbereich von 450 nm bis zu 750 nm abge-
stimmt werden.
3.2 Transiente Fluoreszenzspektroskopie
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Abbildung 3.2: Prinzip des Kerr-Schalters.
Der Aufbau für die durchgeführten Fluoreszenzexperimente basiert auf dem so-
genannten Kerr-Schalter-Prinzip (elektro-optischer Kerr-Effekt), dessen Funktions-
weise im Folgenden näher erläutert wird (Abb. 3.2). Wenn das von der Probe emit-
tierte Fluoreszenzlicht den ersten Polarisator passiert, entsteht linear polarisiertes
Fluoreszenzlicht, das das Kerr-Medium durchläuft. Anschließend trifft es auf einen
zweiten Polarisator, der senkrecht zum ersten Polarisator steht, so dass kein Fluo-
reszenzlicht den Detektor erreichen kann. Wird nun an das Kerr-Medium ein Schalt-
impuls angelegt, erfährt das Kerr-Medium eine Doppelbrechung, so dass das linear
polarisierte Fluoreszenzlicht beim Durchgang des Kerr-Mediums elliptisch polarisiert
wird. Folglich kann ein Teil des polarisierten Fluoreszenzlichts den zweiten Polarisa-
tor passieren und zum Detektor gelangen.
Für die zeitaufgelösten Fluoreszenzexperimente (Abb. 3.3), die auf dem Kerr-Schalter
Prinzip basieren, stand als Laserquelle ein kommerzielles Oszillator-Verstärkersystem,
ein CPA (engl. chirped pulse amplifier) von Clark (Clark CPA 2001), zur Verfügung
[294, 295]. Dieses Lasersystem, das bei einer Repetitionsrate von 1 kHz arbeitet, lie-
fert Laserimpulse mit einer Energie von 900 µJ bei 775 nm und einer Impulsdauer
von 150 fs. Die Ausgangsenergie des Lasersystems wird aufgeteilt: ein Teil dient zur
Erzeugung der Anregungsimpulse und ein Teil zur Generierung der Schaltimpulse.
Mit etwa einem Viertel der Ausgangsenergie, die das Lasersystem bereitstellt, wird
ein zweistufiger NOPA betrieben, mit dem sich Anregungsimpulse vom sichtbaren
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Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau des Kerr-Schalter Systems. Darstellung des Strah-
lengangs von Anregungsimpuls (blau) und Schaltimpuls (rot).
bis in den nahinfraroten Spektralbereich erzeugen lassen. Die erzeugten Impulse
erreichen dabei eine Impulsenergie von 10 µJ. Die Energie der Anregungsimpulse
wurde allerdings für die Messungen deutlich auf einen Wert unterhalb von 1 µJ
abgeschwächt, um lineare Anregungsbedingungen zu gewährleisten. Mit Hilfe eines
Quarz-Prismenkompressors konnte die Impulsdauer der Anregungsimpulse auf un-
ter 50 fs verringert werden. Nach der Komprimierung durchlaufen sie eine variabel
einstellbare Verzögerungsstrecke, ehe sie auf eine Küvette mit einer Schichtdicke von
1 mm fokussiert werden. Die Probe in der Küvette absorbiert den Anregungsimpuls
und emittiert Fluoreszenzlicht in alle Raumrichtungen.
Die verbleibende Ausgangsenergie des Lasersystems dient zur Erzeugung der Schalt-
impulse im nahinfraroten Wellenlängenbereich. Mit diesem Anteil wird ein zweistu-
figer kollinearer optisch parametrischer Verstärker (OPA) gepumpt. Der OPA gene-
riert Laserimpulse bei einer Wellenlänge von 1110 nm, die typischerweise eine Ener-
gie von 20 µJ und eine Impulsdauer von 40 fs aufweisen. Als Schaltimpulse könnten
auch direkt die Impulse der Laserfundamentalen bei 775 nm aus dem Oszillator-
Verstärkersystem verwendet werden, was experimentell einen geringeren Aufwand
bedeuten würde. Diese Methode hat jedoch den entscheidenden Nachteil, dass nur
ein geringerer Spektralbereich des Fluoreszenzlichts geschaltet werden kann und nur
eine reduzierte Zeitauflösung erreicht wird. Die Verwendung eines Schaltimpulses
im nahinfraroten Spektralbereich eröffnet die Möglichkeit, das Fluoreszenzlicht über
einen größeren Spektralbereich von 350 nm bis zu 1000 nm zu schalten. Damit ist
diese Methode effizienter als breitbandige Up-Conversion, da das gesamte Fluores-
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zenzspektrum simultan geschaltet werden kann.
Im Experiment wird das emittierte Fluoreszenzlicht durch zwei Cassegrain-Objektive
aufgesammelt und auf das Kerr-Medium (hier: Quarzglas) abgebildet. Als Polari-
satoren werden zwei Drahtgitterpolarisatoren verwendet, die vor und hinter dem
Kerr-Medium platziert sind. Die gestreuten Anregungs- und Schaltimpulse werden
herausgefiltert, ehe das geschaltete Fluoreszenzlicht in einem Spektrographen spek-
tral aufgelöst und mit einer CCD-Kamera detektiert wird. Im Experiment wurde
eine zeitliche Auflösung von ca. 150 fs erreicht.
Die genauen technischen Details der experimentellen Realisierung sowie Korrektur-
verfahren und die Bestimmung der Anregungsdichten können in den Referenzen [294–
297] nachgelesen werden.
3.3 Transiente Absorptionsspektroskopie
In den folgenden beiden Experimenten wurde die Anreg-Abtast-Spektroskopie (Pump-
Probe-Spektroskopie) verwendet. Bei dieser Methode wird die zu untersuchende
Probe mit einem ultrakurzen Laserimpuls angeregt und damit ein nichtstationärer
Gleichgewichtszustand präpariert. Im Gegensatz zum vorherigen Aufbau wird die
induzierte Transmissionsänderung mit einem zweiten Laserimpuls, der in der Inten-
sität deutlich geringer ist als der Anregungsimpuls, abgetastet. Durch Variation der
relativen Zeitverzögerung zwischen dem Anregungs- und Abtastimpuls können die
induzierten Transmissionsänderungen indirekt in der Zeit verfolgt werden.
3.3.1 Transiente Absorptionsspektroskopie mit breitbandigem
Weißlichtkontinuum als Abtastimpuls
Die Durchführung der zeitaufgelösten Femtosekunden-Absorptionsexperimente, de-
ren experimenteller Aufbau in Abb. 3.4 dargestellt ist, erfolgte mit Hilfe eines selbst-
gebauten Titan-Saphir Oszillator-Verstärkersystems [35, 298–302]. Der Oszillator ar-
beitet mit einer Repetitionsrate von 90 MHz und erzeugt Seedimpulse für den rege-
nerativen Verstärker mit einer Energie von 2 nJ und einer Impulsdauer von 25 fs.
Das Oszillator-Verstärkersystem liefert mit 1 kHz Laserimpulse mit einer Energie
von insgesamt 0.8 mJ, wobei die Impulse eine Zentralwellenlänge von 800 nm und
eine Impulsdauer von 90 fs aufweisen. Da dieses Lasersystem zwei Experimente mit
Laserimpulsen versorgen muss, steht für die zeitaufgelösten transienten Absorptions-
experimente im sichtbaren Spektralbereich nur ein Teil der gesamten Energie von
0.2 mJ zur Verfügung. Die Gesamtenergie dient einerseits zur Anregung der Probe
und andererseits zum Abtasten der in der Probe induzierten Transmissionsände-
rungen.
Für die durchgeführten Experimente an den Retinalproteinen (Bakteriorhodopsin,
Halorhodopsin und den Mutanten D85T) wurden Anregungsimpulse im sichtbaren
Spektralbereich zwischen 570 nm und 600 nm gewählt, die mit Hilfe eines zweistufi-
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Abbildung 3.4: Schematischer Aufbau des transienten Absorptionsexperiments mit einem
Weißlichtkontinuum als Abtastimpuls. Der Strahlengang des Anregungsimpulses ist in gelb
gekennzeichnet, der Strahlengang des Abtastimpulses in rot.
gen NOPA erzeugt wurden. Durch die Verwendung eines Quarz-Prismenkompressors
konnten die sichtbaren Laserimpulse auf eine Impulslänge mit einer Halbwertsbreite
(FWHM) von 100 fs komprimiert werden. Um die zeitliche Verzögerung zwischen
Anregungsimpuls und Abtastimpuls variabel anzupassen, wurde eine Verzögerungs-
einheit eingesetzt, deren Verzögerungsstrecke mit einer Schrittweite von 12 fs bis zu
maximal 3.6 ns eingestellt werden konnte. Nach der Verzögerungseinheit wurde ein
Chopper implementiert, um eine Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhältnisses
im Messsignal zu erzielen. Die Anregungsdichten im Experiment wurden ferner ge-
eignet abgeschwächt, um lineare Anregungsbedingungen zu garantieren.
Der andere Teil der Gesamtenergie dient zur Erzeugung der erforderlichen Abtast-
impulse. Für die Abtastimpulse wurde ein Weißlichtkontinuum (350 nm bis 750 nm)
verwendet. Zur Erzeugung des Weißlichtkontinuums werden die 800 nm-Laserimpulse
auf ein bewegliches CaF2-Plättchen fokussiert [303]. Die Verwendung von CaF2 ge-
genüber Saphir hat den entscheidenden Vorteil, dass auch in einem spektralen Bereich
unterhalb von 450 nm Weißlicht erzeugt werden kann. Die Laserfundamentale von
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800 nm, die noch im Weißlicht enthalten ist, wird mittels eines dielektrischen Spie-
gels (OC in Abb. 3.4) entfernt. Über einen Paraboloidspiegel werden die Anregungs-
und Abtastimpulse unter magischem Winkel auf eine Quarzküvette mit einer op-
tischen Weglänge von 500 µm (Spezialanfertigung von Hellma) fokussiert. Vor der
Probe werden die Abtastimpulse in Referenzimpulse und Abtastimpulse mit einem
Strahlteiler (BS in Abb. 3.4) aufgeteilt. Die in der Probe induzierten Absorptions-
änderungen werden mit Hilfe eines Multikanalsystems detektiert, das es ermöglicht,
eine spektrale Bandbreite von 430 nm bis 760 nm simultan mit einer Auflösung
von 8 nm abzutasten [304]. Zunächst erfolgt eine Mittelung der Signale über 1000
Messpunkte, bevor das Verhältnis aus Abtastsignal und Referenzsignal gebildet wird.
Noch genauere Beschreibungen dieses experimentellen Aufbaus lassen sich in Arbei-
ten [35, 298–302] finden.
3.3.2 Transiente Absorptionsspektroskopie mit einem
NOPA-Abtastimpuls
Für diese transienten Absorptionsexperimente mit hoher Zeitauflösung, die für das
kohärente Kontrollexperiment vibronischer Wellenpakete an Oxazin 1 verwendet
wurden, diente ein Lasersystem, das wiederum auf einem selbstgebauten Oszillator-
Verstärkersystem basiert [305, 306]. Der experimentelle Aufbau ist schematisch in
Abb. 3.5 dargestellt.
Ein diodenlasergepumpter Titan-Saphir Oszillator liefert mit einer Wiederholungs-
rate von 100 MHz kurze Laserimpulse von 26 fs, die eine Leistung von 200 mW
bei einer Wellenlänge von 800 nm aufweisen. Nachdem die Laserimpulse den rege-
nerativen Verstärker durchlaufen haben, stehen Impulse bei 1 kHz mit weniger als
75 fs zur Verfügung, deren Energie 350 µJ bei 800 nm beträgt. Mit dieser Ausgangs-
energie werden zwei einstufige NOPAs betrieben, die Laserimpulse im sichtbaren
Spektralbereich zwischen 470 nm und 720 nm durchstimmbar erzeugen können. Da
die Laserimpulse im NOPA beim Durchgang durch mehrere dispersive optische Ma-
terialien eine Dispersion erfahren, wurde bei der technischen Realisierung darauf
geachtet, möglichst reflektive Optik und nur wenige dünne Materialen zu verwen-
den. Dadurch lassen sich sehr breitbandige Spektren bis zu 200 nm generieren, um
sehr kurze Laserimpulse unterhalb von 10 fs zu erzeugen. Für die Kompensation
der restlichen Dispersion konnten verschiedene Arten von Kompressoren verwendet
werden: ein Quarz-Prismenkompressor [307], ein Gitterkompressor [308] sowie ein
Impulsformer. Durch einen Prismenkompressor kann nur der lineare Chirp (zeitliche
Abhängigkeit der Momentanfrequenz) des Impulses ausgeglichen werden. Erst ein
Gitterkompressor in Kombination mit einem Prismenkompressor erlaubt auch die
Einflussnahme auf den quadratischen Chirp [309]. Allerdings lassen sich höhere Ord-
nungen des Chirps (ab dritter Ordnung) nicht mehr mit diesen beiden Kompressoren
korrigieren. Um diese höheren Ordnungen des Chirps dennoch zu regulieren, die ge-
rade bei immer kürzeren Impulsen an Bedeutung gewinnen und eine Kompression
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Abbildung 3.5: Schematischer Aufbau der transienten Absorptionsexperimente mit hoher
Zeitauflösung.
bis auf das Fourierlimit verhindern, kommt ein Impulsformer zum Einsatz. Dieser
erlaubt es, die Phase sowie das Spektrum des Impulses beliebig zu manipulieren
[310–313].
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Im Folgenden wird der Aufbau und die Funktionsweise des Impulsformers kurz be-
schrieben. Im Aufbau wurde auf Linsen verzichtet und nur reflektive Optik verwen-
det, um auftretende Dispersion und Verluste weitestgehend zu minimieren.
Der Impulsformer weist eine 4f-Geometrie auf: Zunächst wird der einfallende La-
serimpuls mit Hilfe eines Gitters möglichst littrownah räumlich in seine spektralen
Komponenten aufgespalten. Die einzelnen Farbkomponenten werden, nachdem sie
einen Faltspiegel passiert haben, durch einen Zylinderspiegel auf eine Ebene (Fou-
rierebene) fokussiert. Eine spiegelsymmetrische Anordnung, die wiederum aus einem
Zylinderspiegel, einem Faltspiegel und einem Gitter besteht, sorgt für die entspre-
chende Rücktransformation des Impulses. In der Fourierebene befinden sich zwei
identische Polarisatoren, zwischen denen zwei lineare Flüssigkeitsarrays (LCD, von
LOT CRI:SLM-256-VIS) platziert sind. Diese beiden LCDs, die in Reihe nacheinan-
der geschaltet sind, bestehen jeweils aus 128 Pixeln, wobei jeder einzelne Pixel ein
doppelbrechendes Medium darstellt. Wird an einen Pixel eine Spannung angelegt,
kann der außerordentliche Brechungsindex verändert werden und somit die Polarisa-
tion des transmittierenden Impulses variiert werden. Nachdem der Impuls den ersten
Polarisator durchlaufen hat, entsteht ein linear polarisierter Impuls. Ist an das LCD
eine Spannung angelegt, wird eine definierte kontrollierbare Änderung des Brechungs-
indexes induziert, so dass der linear polarisierte Impuls bei der Transmission durch
das LCD eine elliptische Polarisation erfährt. Nach dem zweiten Polarisator liegt
wieder ein linear polarisierter Impuls vor. Aus der Variation der Brechungsindizes
ergeben sich unterschiedliche optische Wege, die die spektralen Komponenten zu-
rücklegen müssen. Damit kann beliebig auf den Phasenverlauf des Impulses Einfluss
genommen werden: der Impuls kann komprimiert oder gezielt mit einem bestimmten
Chirp versehen werden. Man benötigt zwei LCDs, um die Phase und die Amplitude
unabhängig voneinander zu variieren. Eine Manipulation der Amplitude ermöglicht
die Erzeugung eines gewünschten Impulsspektrums. Eine genauere Beschreibung der
Implementierung des Impulsformers mit entsprechender Ansteuerungssoftware findet
sich in [314, 315].
Nachdem die Anregungs- und Abtastimpulse durch die genannten Methoden kom-
primiert und gegebenenfalls entsprechend manipuliert worden sind, werden sie zum
Messplatz geführt. Auf diesem Weg durchläuft der Anregungsimpuls eine einfach
gefaltete Verzögerungseinheit, deren Strecke mit einer Genauigkeit von 1.7 fs bis
maximal 1.8 ns variabel eingestellt werden kann. Der Abtastimpuls wird vor dem
Probenort in zwei identische Impulse aufgespalten, wobei der eine Impuls als Re-
ferenzimpuls und der andere Impuls als Probeimpuls dient. Der Referenzimpuls er-
reicht die Küvette zeitlich vor dem Probeimpuls. Im Gegensatz zu der beschriebenen
Laseranlage in Abschnitt 3.3.1 propagieren alle drei Impulse (Anregungsimpuls, Pro-
beimpuls sowie Referenzimpuls) durch das identische Probenvolumen in der Küvette.
Die Anregungsimpulse induzieren eine Transmissionsänderung in der Probe, die als
Messsignal aufgenommen werden. Die transmittierten Referenz- und Probeimpulse
werden über zwei Spektrometer mit einer Auflösung von 6 nm bzw. 2 nm spektral
detektiert. Aus dem Verhältnis der Intensität des Probeimpulses und des Referenz-
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impulses ergibt sich das induzierte Transmissionsverhalten der Probe. Die Daten-
aufnahme einer einzelnen Transiente erfolgte zunächst im Einzelschussbetrieb, wobei
anschließend eine Mittelung über 100 Laserschüsse durchgeführt wurde.
Impulscharakterisierung
Um eine genaue Information über die verwendeten Laserimpulse zu erhalten, wur-
den verschiedene Verfahren zur Impulscharakterisierung eingesetzt. Da elektronische
Methoden zu langsam sind, um Laserimpulse auf der Femtosekundenskala direkt
zeitlich zu analysieren, wurde hier auf indirekte Verfahren zurückgegriffen, die auf
nichtlinearen optischen Prozessen basieren. Im Folgenden wird auf die zwei verwende-
ten Diagnoseverfahren zur Impulscharakterisierung eingegangen: die Autokorrelation
und den Kreuzkorrelationsfrog.
Autokorrelation: Für die Impulsdiagnose im Experiment wurde eine sogenannte
hintergrundfreie Autokorrelation durchgeführt [316]. Dabei wird der zu analysieren-
de Impuls symmetrisch in zwei Replika des Originalimpulses aufgeteilt, die ein modi-
fiziertes Mach-Zehnder-Interferometer durchlaufen, in dem die zeitliche Verzögerung
zwischen den beiden Impulsen relativ zueinander variiert werden kann. Am Ausgang
des Interferometers werden die beiden Impulse wieder vereinigt und in einem nicht-
linearen Kristall (BBO-Kristall) unter einem Winkel zur Summenfrequenzerzeugung
überlagert. Das frequenzverdoppelte Signal wird mit Hilfe eines Photomultipliers
integral als Funktion der relativen Zeitverzögerung der beiden Impulse zueinander
detektiert. Da die Autokorrelation einen χ2-Prozess darstellt, der symmetrisch zum
Zeitnullpunkt verläuft, kann keine Information über die Phase des Impulses gewon-
nen werden.
Kreuzkorrelation: Da mit einer Kreuzkorrelation Informationen über die Phase
eines Impulses gewonnen werden kann, wurde zusätzlich ein Kreuzkorrelationsfrog
verwendet [317–319].
Der Kreuzkorrelationsfrog wurde am Probenmessplatz des Pump-Probe-Experiments
durchgeführt, damit die charakterisierten Impulse und die für die zeitaufgelösten
Messungen verwendeten Impulse identisch sind. Dazu wird ein Impuls, z. B. der
Pumpimpuls, spektral eingeschränkt, wodurch ein zeitlich langer Impuls entsteht.
Dieser dient zur Charakterisierung des anderen Impulses (des Probeimpulses). Beide
Impulse werden auf einen dünnen nichtlinearen Kristall (KDP-Kristall) zur Summen-
frequenzerzeugung gegeben. Die zeitliche Verzögerung zwischen den beiden Impulsen
ist variabel einstellbar, so dass das Summenfrequenzsignal für jede Wellenlänge in
Abhängigkeit von der zeitlichen Verzögerung der beiden Impulse detektiert wird.
Aus der Kenntnis der Zentralwellenlänge des Pumpimpulses kann ermittelt werden,
zu welcher Verzögerungszeit jede Wellenlänge ihr Intensitätsmaximum erreicht, und
somit die Phasendispersion des Probeimpulses bestimmt werden.
Bei der Charakterisierung des Pumpimpulses wird analog vorgegangen. Diesmal wird
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der Probeimpuls spektral eingeschränkt und wiederum das Summenfrequenzsignal
aus Pump- und Probeimpuls detektiert, aus dem sich die genaue Phasendispersion
des Pumpimpulses ableiten lässt.
Die genaue Information über die Phasendispersion beider Impulse bietet die Möglich-
keit, die verschiedenen Ordnungen der Dispersion mit Hilfe der Impulsformer gezielt
zu kompensieren.
3.4 Probenkreislauf
Da alle in dieser Arbeit untersuchten Proteine (Bakteriorhodopsin, Halorhodopsin
und die Mutante D85T) einen Photozyklus von einigen Millisekunden durchlaufen,
muss während der Messung das angeregte Probenvolumen nach jedem Laserschuss
ausgetauscht werden. Andernfalls würden nachfolgende Intermediate im Photozyklus
angeregt werden und somit keine identischen Anfangsbedingungen vorliegen. Zum
kontinuierlichen Austausch der Probe wurde ein Probenkreislauf konstruiert, der aus
folgenden Hauptbestandteilen aufgebaut war: einem Vorratsgefäß, einer Schlauch-
pumpe (Ismatec) und einer Durchflussküvette (Hellma). Die Probe wird aus dem
Vorratsgefäß mit Hilfe einer nachgeschalteten Pumpe, die den Kreislauf betreibt,
über möglichst kurze und dünne Zuleitungen, da nur geringe Probenmengen zur
Verfügung standen, angesaugt. Die Probe durchläuft die Schlauchpumpe und wird
anschließend in die Durchflussküvette gepresst. Das angeregte Probenvolumen wur-
de aus der Küvette zurück in das Vorratsgefäß transportiert. Für die dünnen Zulei-
tungen wurde als Material Teflon gewählt mit Ausnahme des Abschnitts, der direkt
durch den Pumpenkopf läuft. Bei der Verwendung von Teflon im Abschnitt des Pum-
penkopfes hat sich gezeigt, dass Bakteriorhodopsin degradiert. Deshalb wurde für die
Messungen an Bakteriorhodopsin und den Mutanten D85T ein Schlauch aus Viton
verwendet, bei dem keine Degradierung der Probe stattfindet, was durch Messung
des stationären Absorptionsspektrums überprüft wurde. Viton besitzt allerdings den
Nachteil, dass der Schlauch nach ein bis zwei Stunden Messzeit ausgewechselt werden
muss, da mit der Zeit durch die mechanische Beanspruchung der Pumpe Verschleiss-
erscheinungen am Material auftreten. Für die Messungen an Halorhodopsin wurde
ein Schlauch aus Ismaprene verwendet, dessen Material wesentlich stabiler und be-
ständiger bleibt. Es zeigten sich keine Degradierungserscheinungen über 29 Stunden.
Bevor die biologischen Proben in den Probenkreislauf gelangten, wurden sie kurz mit
Ultraschall behandelt, um die Zahl der Streupartikel zu verringern.
3.5 Probenpräparation
Im Folgenden wird die Probenpräparation der untersuchten Proben beschrieben.
Alle biologischen Proben mit Ausnahme von Oxazin sind mit ihren Eigenschaften
bezüglich Puffer, pH-Wert, Salzkonzentration und Absorptionsmaximum in Tabelle
3.1 zusammengefasst.
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3.5.1 Oxazin
Für die zeitaufgelösten Kontrollexperimente wurde der Laserfarbstoff Oxazin 1 (Lamb-
da-Physik: LC7250) ohne weitere Aufreinigung in Methanol (Merck: VLSI Selectipur)
gelöst. Die Konzentration wurde so gewählt, dass die angesetzte Farbstofflösung in
einer 50 µm Küvette eine optische Dichte von 1 OD am Absorptionsmaximum von
643 nm aufweist, das einer Konzentration von 0.19 mM entspricht. Das gesamte
Volumen wurde durch eine Durchflussküvette gepumpt, um das angeregte Proben-
volumen nach jedem Laserschuss völlig auszutauschen.
3.5.2 Bakteriorhodopsin, Halorhodopsin, Mutante D85T
Bakteriorhodopsin
Alle Proben wurden in Martinsried am Max-Planck-Institut für Biochemie Gruppe
Oesterhelt hergestellt. Dazu wurde Bakteriorhodopsin (BR) aus dem Stamm S9 ge-
züchtet, anschließend exprimiert und daraus isoliert. BR liegt eingebettet in Purpur-
membran (PM) vor, was einer nativen Umgebung in der Natur entspricht [320]. Die
Probenkonzentration entsprach einer optischen Dichte zwischen 26 OD und 34 OD
bei einer Schichtdicke von 1 cm.
Um die Messungen bei definiertem pH-Wert und einer definierten Salzkonzentration
durchzuführen, wurde BR in PM mit Kaliumphosphat gepuffert und eine definierte
Salzkonzentration eingestellt. Dazu wurde eine 150 mM KCl-Lösung in Chromato-
graphiewasser (Lichrosolv von Merck) angesetzt, die als Lösungsmittelgrundlage für
die beiden Pufferbestandteile, Kaliumhydrogenphosphat K2HPO4 und Kalium-di-
hydrogenphosphat KH2PO4, diente. Es wurde jeweils eine 20 mM K2HPO4-Lösung
und eine 20 mM KH2PO4-Lösung in der 150 mM KCl-Lösung hergestellt. Die pH-
Werte der K2HPO4-Lösung und der KH2PO4-Lösung betragen 8.7 bis 9.3 bzw. 4.3
bis 4.5. Durch geeignete Wahl des Verhältnisses aus der K2HPO4-Lösung und der
KH2PO4-Lösung wurde ein pH-Wert des Puffers von 7.5 eingestellt. Es wurde so viel
Puffer zur BR-Probe in PM gegeben, dass die Endkonzentration der BR-Probe mit
Puffer bei einer Schichtdicke von 500 µm eine optische Dichte von 1 OD bei 568 nm
(Absorptionsmaximum von BR) aufwies. Vor den Messungen wurde die Probe mit
Hilfe einer Kaltlichtlampe (Schott, Modell KL2500 LCD mit einer Farbtemperatur
von 3600 K) belichtet, deren ultraviolette und nahinfrarote Spektralanteile durch
zwei Kantenfilter, OG 550 und KG 5, herausgefiltert wurden, um Schädigungen der
Probe zu vermeiden. Insgesamt wurde die Probe 30 Minuten lang beleuchtet, um die
Probe in den lichtadaptierten Zustand zu überführen. Die erfolgreiche Lichtadapta-
tion wurde anhand einer stationären Absorptionsmessung (Perkin Elmer) überprüft,
die sich in einer bathochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums um 10 nm
auf den neuen Wert von 568 nm bemerkbar macht. Das Vorratsgefäß der Probe wurde
während der Messung kontinuierlich weiter belichtet, wobei ein Magnetrührer im Vor-
ratsgefäß dafür sorgte, dass alle BR-Moleküle eine Lichtadaptation erfuhren. Nach
den zeitaufgelösten Experimenten wurde nochmals das stationäre Absorptionsspek-
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Probe Puffer pH-Wert Salz- Absorptions-
konzentration maximum λmax
BR 20 mM KPO4 7.5 150 mM KCl 568 nm
HR ohne Salz 50 mM MOPS 7.5 0 M NaCl 576 nm
HR mit Salz 50 mM MOPS 7.5 4 M NaCl 575 nm
D85T 1 50 mM TRIS (HCl) 8.0 0 M NaCl 616 nm
D85T 2 50 mM TRIS (HCl) 8.0 1 M NaCl 617 nm
D85T 3 60 mM NaPi (NaOH) 6.0 0 M NaCl 615 nm
D85T 4 60 mM NaPi (NaOH) 6.0 1 M NaCl 565 nm
Tabelle 3.1: Übersicht der untersuchten Retinalproteine, BR, HR und den Mutanten D85T,
mit ihren Präparationsbedingungen bezüglich Puffer, pH-Wert, Salzkonzentration und sta-
tionärem Absorptionsmaximum.
trum der Probe aufgenommen, um sicherzugehen, dass die Probe durch die Messung
keinen Schaden genommen hat und noch intakt ist.
Die Durchpumpgeschwindigkeit wurde der Repetitionsrate des Lasersystems von
1 kHz und dem Probenvolumen aus Schichtdicke und Durchflusskanal so angepasst,
dass die Probe zwischen jedem Laserschuss ausgetauscht wurde. Außerdem wurde
im allgemeinen eine so geringe Anregungsintensität gewählt, dass eine Anregung in
höher liegende elektronische Zustände nicht erfolgen konnte.
Halorhodopsin
Die Halorhodopsinproben (HR) wurden vom Max-Planck-Institut für Biochemie fer-
tig bereitgestellt [321]. Beide Proben, die ebenfalls in Membran eingebettet vorlagen,
enthielten MOPS (3-(N-Morpholin)-propansulfonsäure) als Puffer bei einem pH-Wert
von 7.5. Die beiden Proben unterschieden sich in der Salzkonzentration. Nur in der
einen HR-Probe liegt HR in einer hochmolaren Salzkonzentration von 4 M NaCl
vor, im Gegensatz zur anderen HR-Probe, in der sich kein Salz befindet. In den
zeitaufgelösten Absorptionsmessungen wurde bei diesen Proben vor und während
der Messung keine Lichtadaptierung vorgenommen, da die Lichtadaptierung von HR
keinen Effekt, d. h. keine Erhöhung des Anteils von all-trans Retinal, erzielen kann.
Mutante D85T
Die Proben der Mutante D85T wurden ebenfalls vom Max-Planck-Institut für Bio-
chemie fertig bereitgestellt analog zu [267] und enthielten einen geeigneten Puffer
bei vorgegebener Salzkonzentration und definiertem pH-Wert [322]. Es wurden vier
verschiedene Proben, die ebenso in PM vorlagen, präpariert. Zum einen wurde die
Mutante D85T bei einem pH-Wert von 6.0 unter Verwendung eines NaPi-Puffers
präpariert und zum anderen bei einem pH-Wert von 8.0 durch eine Pufferung mit
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TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan). Für jeden pH-Wert wurden jeweils zwei
Proben hergestellt, die sich in der Salzkonzentration unterschieden, indem sie entwe-
der kein Salz (Salzkonzentration < 1 mM NaCl) oder eine Salzkonzentration von 1 M
NaCl enthielten. Die Eigenschaften aller vier präparierten D85T-Proben sind in der
Tabelle 3.1 angegeben. Bei der Lichtadaptation wurde ebenso wie bei BR verfahren
(siehe Abschnitt 3.5.2).
3.6 Datenauswertung und Analyse
Zur Datenauswertung und Datenanalyse standen folgende Prozeduren zur Verfügung
[35, 298]:
Es wurde zunächst eine Mittelung über einzelne Transienten einer Probe vorgenom-
men, um die gemittelten Signale als Funktion der Verzögerungszeit und der Wellen-
länge zu erhalten.
Die Abtastimpulse weisen nach dem Erzeugungsprozess einen großen linearen Chirp
auf, der eine Verschiebung der Zeitnullpunkte der gemessenen Signale als Funkti-
on der Wellenlänge verursacht. Daher wurde unter Verwendung eines theoretischen
Modells eine Nullpunktkorrektur durchgeführt. In diesem Modell wurde die Ver-
schiebung aus der Gruppengeschwindigkeitsdispersion, die beim Durchgang durch
optische Materialien entsteht, anhand der Sellmaierkoeffizienten bestimmt.
Bei Bedarf konnte ferner der Signalbeitrag des reinen Lösungsmittels, in dem die
Probe vorlag, von den Daten adäquat abgezogen werden, um bei Absorptionsmes-
sungen das kohärente Artefakt um den Zeitnullpunkt zu eliminieren.
Die korrigierten Daten konnten visualisiert werden und weiteren Auswertungen un-
terworfen werden. Dazu wurden die Daten mit einem Ratengleichungssystem ange-
passt, bestehend aus einer Summe von Exponentialfunktionen, die mit einer Gauss-
funktion gefaltet wurde. Die Gaussfunktion stellt die Apparatefunktion dar, die ein
Maß für die zeitliche Auflösung des Experiments angibt. Die Daten wurden mit einer
geeigneten Zahl von Zerfallszeiten und dazugehörigen Amplituden beschrieben, deren
Anpassung nach der Methode der kleinsten Quadrate mit einem Marquartalgorith-
mus erfolgte.
Für die Wellenpaketsbewegungen in Oxazin 1 wurde ein Fourierspektrum mit Hilfe
einer Fouriertransformation berechnet. Zunächst wurden die langsamen Zerfallskine-
tiken des transienten Absorptionssignals von den Messungen subtrahiert. Das sich
ergebende Residuum, das nur noch oszillatorische Anteile enthält, wurde fourier-
transformiert. Eine genauere Beschreibung eines alternativen Verfahrens zur Evalua-
tion von Fourierspektren kann in der Publikation [323] nachgelesen werden.
Die Messdaten von Halorhodopsin (HR) mit Salz wurden vor der Anpassung der
Ratenkonstanten einer Glättung mit einem Savitzky-Golay-Algorithmus [324] unter-
zogen. Das Absorptionssignal von HR mit Salz weist einen sehr großen Streuunter-
grund auf, der nahezu 70% des Gesamtsignals verglichen zum reinen HR-Signal aus-
macht. Daher wurde im Experiment eine erhöhte Mittelung über 25000 Laserschüsse
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durchgeführt. Diese Mittelung reichte jedoch noch nicht aus, um eine vergleichbare
Datenqualität zu den anderen Proben zu erreichen. Daher wurde die Glättungspro-
zedur vorgenommen.
Die Zeitachse der Daten konnte ferner in eine rein logarithmische Zeitachse umge-
wandelt werden. Das Messprogramm verwendet eine linear-logarithmische Zeitachse.
Im ersten Zeitbereich (typischerweise <2 ps) werden die Messpunkte in einem line-
aren Abstand aufgenommen. Zu späteren Zeitpunkten erfolgt die Datenaufnahme in
einem logarithmischen Abstand. Bei der Datenanpassung können die Zeitkonstanten
im linear gemessenen Zeitbereich, der deutlich mehr Punkte aufweist als der loga-
rithmisch gemessene Zeitbereich, überbewertet werden. Daher wurde die Zeitachse
der Daten für die Datenanpassung logarithmiert, um sicherzustellen, dass pro Deka-
de die gleiche Anzahl von Messpunkten vorhanden ist und damit eine gleichmäßige
Gewichtung der verschiedenen Zeitkonstanten gegeben ist.
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Wenn Retinal frei in Form einer protonierten Schiffschen Base vorliegt, kann es in
Lösung unspezifisch um verschiedene C-C-Bindungen isomerisieren. Allerdings wer-
den hier nur geringe Quantenausbeuten und kleine Reaktionsraten erreicht [14–17].
Im Gegensatz dazu führt das Retinal, wenn es im Protein (Bakterio-opsin) gebun-
den ist, eine Isomerisierungsreaktion um die spezifische C13=C14-Bindung durch. Die
Quantenausbeute und die Reaktionsrate werden in diesem Fall deutlich erhöht [18–
26]. Damit übt die Proteinumgebung und ihre Wechselwirkung mit dem Chromophor
einen wesentlichen Einfluss auf die photochemische Reaktion des Retinals aus. Im
folgenden wird der Einfluss der Proteinumgebung auf die Isomerisierungsreaktion an-
hand von Bakteriorhodopsin (BR), Halorhodopsin (HR) und der BR-Mutante D85T
untersucht.
4.1 Stationäre Absorptionsspektroskopie
Die stationären Absorptionsspektren im sichtbaren Spektralbereich sind für die ver-
schiedenen Proben, HR, BR sowie die BR-Mutante D85T, in Abb. 4.1 dargestellt.
Das Absorptionsmaximum von HR liegt bei einer Wellenlänge von 578 nm (Abb.
4.1 a)), wobei die spektrale Position und die spektrale Form der Absorption nicht
von der NaCl-Konzentration abhängt. Für beide präparierte HR-Proben mit Salz
(4 M NaCl) und ohne Salz ergibt sich das gleiche Absorptionsspektrum mit einem
Maximum bei einer Wellenlänge von 578 nm. Vergleicht man den Streuuntergrund
der beiden HR-Proben, so zeigt die HR-Probe ohne Salz einen geringeren Streuun-
tergrund als die HR-Probe mit Salz.
In Abb. 4.1 b) werden die stationären Absorptionsspektren der vier Proben der BR-
Mutante D85T (jeweils mit durchgezogener Linie) und von BR (gestrichelte Linie),
dessen Absorptionsspektrum als Referenz dient, verglichen. Das Absorptionsmaxi-
mum von lichtadaptiertem BR befindet sich bei einer Wellenlänge von 568 nm. Für
die BR-Mutanten D85T ergeben sich verschiedene Absorptionsspektren. Die spek-
trale Position und die spektrale Form des Absorptionsspektrums hängen davon ab,
welcher pH-Wert eingestellt ist und welche Salzkonzentration vorliegt [146]. Die Ab-
sorptionsspektren der drei Proben D85T1 (pH=8.0, ohne Salz), D85T2 (pH=8.0,
Salzkonzentration von 1 M NaCl), D85T3 (pH=6.0, ohne Salz) zeigen ein identisches
spektrales Verhalten im roten Spektralbereich mit einem Absorptionsmaximum bei
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Abbildung 4.1: Stationäre Absorptionsspektren im sichtbaren Spektralbereich von
a) Halorhodopsin mit einer Salzkonzentration von 4 M NaCl (durchgezogene Linie) und
0 M NaCl (gestrichelte Linie) sowie
b) der Mutante D85T in vier verschiedenen Präparationszuständen, die sich in ihrem
pH-Wert und ihrer Salzkonzentration unterscheiden: D85T1 (pH=8.0, ohne Salz), D85T2
(pH=8.0, Salzkonzentration von 1 M NaCl), D85T3 (pH=6.0, ohne Salz) und D85T4
(pH=6.0, Salzkonzentration von 1 M NaCl). Zum Vergleich ist das Absorptionsspektrum
von Bakteriorhodopsin (BR) (gestrichelte Linie) eingezeichnet. Bei den Absorptionsspek-
tren wurde jeweils ein konstanter Streuuntergrund subtrahiert, um die genaue Nulllinie
anzugeben.
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615 nm. Lediglich in einem Spektralbereich unterhalb von 500 nm unterscheiden sich
die drei Proben D85T1, D85T2 und D85T3 in ihrem Absorptionsspektrum. Dies ist
auf die verschiedenen Streueigenschaften der einzelnen Proben zurückzuführen. Die
Probe D85T4 (pH=6.0, Salzkonzentration von 1 M NaCl) weicht in ihrem spektralen
Verhalten von den anderen drei Proben ab, da sie über ein wesentlich breiteres Ab-
sorptionsspektrum verfügt, das eine ausgeprägte Schulter bei einer Wellenlänge von
615 nm aufweist. Ihr Absorptionsmaximum ist gegenüber den anderen drei Proben
der BR-Mutante D85T hypsochrom verschoben und befindet sich bei einer Wellen-
länge von 570 nm analog zum Absorptionsmaximum von lichtadaptiertem BR.
4.2 Zeitaufgelöste Absorptionsspektroskopie im
sichtbaren Spektralbereich
Die Ergebnisse der zeitaufgelösten transienten Absorptionsspektroskopie auf der Femto-
und Pikosekundenzeitskala an BR, HR und den vier Proben der BR-Mutante D85T
werden im folgenden vorgestellt und diskutiert.
4.2.1 Ergebnisse
Bakteriorhodopsin
In Abb. 4.2 sind die transienten Absorptionsspektren für BR im sichtbaren Spek-
tralbereich bis zu einer Nanosekunde dargestellt. Die Absorptionsänderung ist in
Abhängigkeit von der Wellenlänge mit linearer und von der Verzögerungszeit mit
linear-logarithmischer Achse aufgetragen. Direkt nach der Anregung mit einem La-
serimpuls (λ = 570 nm) entsteht ein transientes Absorptionssignal (Ausbleichen) mit
einem Maximum bei etwa 570 nm. Im blauen Spektralbereich kann die Absorption
des angeregten Zustandes (ESA) mit einem Maximum bei ca. 470 nm beobachtet
werden. Der angeregte Zustand weist eine Dynamik mit einem biphasischen Verhal-
ten auf und zerfällt mit den zwei Zeitkonstanten von τ1=80 fs und τ2=400 fs. An den
Zerfall des angeregten Zustandes schließt sich der Aufbau einer Absorptionsbande
an, die bei einer Wellenlänge von 660 nm rotverschoben erscheint. Diese Absorp-
tionsbande ergibt sich durch die Entstehung des kurzlebigen J-Intermediats, das
innerhalb von 400 fs populiert wird. Mit einer Zeitkonstante von 3 ps findet der Zer-
fall des J-Intermediats statt, mit dem gleichzeitig der Übergang zum K-Intermediat
erfolgt. Die Besetzung des K-Intermediats ist durch den Aufbau einer Absorption im
roten Spektralbereich mit einem Absorptionsmaximum bei 630 nm charakterisiert.
Eine Anpassung der Daten mit Hilfe eines Ratenmodells liefert vier Zeitkonstanten:
τ1=80 fs, τ2=400 fs, τ3=3 ps und einen Offset (τ4=∞) mit einem Maximum bei ca.
630 nm, das das bevölkerte K-Intermediat kennzeichnet. Die ermittelten Zeitkon-
stanten für alle untersuchten Retinalproteine sind zur Übersicht in Tabelle 4.1 am
Ende der Ergebnisse zusammengefasst.
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Abbildung 4.2: Zeitaufgelöste transiente Absorptionsspektren von BR. Die Absorptionsän-
derung ist in Abhängigkeit von der Wellenlänge mit linearer und von der Verzögerungszeit
mit linear-logarithmischer Achse abgebildet.
Halorhodopsin
Um den Einfluss der Proteinumgebung auf die Isomerisierungsreaktion unter iden-
tischen Bedingungen zu bestimmen, ist es sehr wichtig, HR analog zu BR unter
physiologischen Bedingungen in Membran eingebettet zu untersuchen. Daher wurde
die Primärreaktion von HR in Membran eingebettet bei einer hochmolaren Salzkon-
zentration charakterisiert. In der Literatur war die Primärreaktion von HR bisher
nur unter nicht-physiologischen Bedingungen, d. h. ohne Salz oder nicht ausreichen-
der Salzkonzentration (< 0.5 M NaCl), beschrieben worden. Die hier vorgestellten
transienten Absorptionsmessungen beschreiben zum ersten Mal die Primärreaktion
von HR unter physiologischen sowie nativen Bedingungen mit einer nahezu gesättig-
ten Salzkonzentration von 4 M NaCl.
In Abb. 4.3 sind die zeitaufgelösten transienten Absorptionsspektren von HR ohne
Salz a) und bei hoher Salzkonzentration b) in dreidimensionaler Darstellung an-
gegeben. Direkt nach der lichtinduzierten Anregung mit einem Laserimpuls (λ =
575 nm) wird ein transientes Absorptionssignal (Ausbleichen) mit einem Maximum
bei 570 nm gebildet. Ferner lassen sich im transienten Absorptionssignal die sti-
mulierte Emission und die ESA beobachten. Die stimulierte Emission äußert sich
in einer negativen Absorptionsänderung und tritt im roten Spektralbereich (λ =
650 nm) auf. Im blauen Spektralbereich erscheint die ESA als positive Absorptions-
änderung bei Wellenlängen um 470 nm. Beide Signale (die stimulierte Emission und
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Abbildung 4.3: Zeitaufgelöste transiente Absorptionsspektren von HR. Die Absorptions-
änderung ist als Funktion der Verzögerungszeit mit linear-logarithmischer und der Wellen-
länge mit linearer Achse dargestellt:
a) HR ohne Salz
b) HR mit einer hochmolaren Salzkonzentration von 4 M NaCl.
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die ESA) weisen eine biphasische Zerfallskinetik auf der Pikosekundenzeitskala auf.
Für Verzögerungszeiten größer als 10 ps verbleibt ein konstantes Differenzspektrum
im Wellenlängenbereich um 650 nm, das auf der Entstehung des isomerisierten Pho-
toprodukts, das ein 13-cis Retinal enthält, beruht. Vergleicht man die zeitaufgelöste
transiente Absorption beider HR-Proben (HR ohne Salz und HR mit Salz) miteinan-
der, so ergeben sich sehr ähnliche zeitaufgelöste Absorptionsspektren, die innerhalb
der Messgenauigkeit identisch aussehen. Der Unterschied der beiden HR-Proben be-
züglich der Salzkonzentration, von 4 M NaCl, wie sie in der nativen Umgebung der
Halobakterien vorliegt, gegenüber 0 M NaCl, hat keinen messbaren Einfluss auf das
transiente Absorptionssignal im Zeitbereich von Femto- und Pikosekunden. Beide
HR-Proben weisen auf dieser Zeitskala unabhängig von der vorhandenen Salzkon-
zentration die gleiche Dynamik auf.
Die Messdaten von HR ohne Salz verfügen über ein etwas besseres Signal-zu-Rausch-
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Abbildung 4.4: Amplitudenspektren von HR ohne Salz für die Zeitkonstanten von 0.1 ps
(), 1.4 ps (M), 8.1 ps (_) und das Differenzspektrum (Offset) (). Die Amplitudenspektren
für HR mit Salz sehen innerhalb der Messgenauigkeit identisch zu den Amplitudenspektren
von HR ohne Salz aus. Der graue Bereich um 575 nm deutet die spektrale Breite des
Anregungsimpulses an.
Verhältnis aufgrund des geringeren Streuuntergrunds dieser Probe. Daher werden im
folgenden exemplarisch für beide HR-Proben nur die Messungen von HR ohne Salz
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diskutiert. Die Datenanpassung und Datenanalyse der Messungen an HR mit ho-
her Salzkonzentration ergeben sehr ähnliche Zeitkonstanten (ca. 0.1 ps, 1-1.5 ps und
5-8 ps) sowie sehr ähnliche Spektren (vgl. dazu die Zeitkonstanten der beiden HR-
Proben in der Tabelle 4.1).
In Abb. 4.4 sind die Amplitudenspektren für HR ohne Salz für die Zeitkonstan-
ten von 0.1 ps, 1.4 ps und 8.1 ps sowie das verbleibende Differenzspektrum bei
1 ns dargestellt. Der grau unterlegte Wellenlängenbereich deutet die spektrale Breite
des verwendeten Anregungsimpulses an. Im Spektralbereich zwischen 440 nm und
530 nm wird die ESA beobachtet, deren dynamisches Verhalten durch die drei Zeit-
konstanten von 0.1 ps, 1.4 ps und 8.1 ps gekennzeichnet ist. Der rote Spektralbereich
zwischen 600 nm und 760 nm gibt im wesentlichen die stimulierte Emission wieder,
die mit den gleichen drei Zeitkonstanten von 0.1 ps, 1.4 ps und 8.1 ps charakteri-
siert werden kann. Über den gesamten sichtbaren Spektralbereich erstreckt sich zu
Verzögerungszeiten größer als 10 ps ein Differenzspektrum, das in dem gemessenen
Zeitbereich bis zu 1 ns konstant bleibt. Das Differenzspektrum zeigt ein Maximum
um 650 nm und entspricht einem Photoprodukt, das ein 13-cis Retinal enthält.
BR-Mutante D85T
An allen vier Proben der BR-Mutante D85T (D85T1, D85T2, D85T3 und D85T4)
wurde zeitaufgelöste transiente Absorptionsspektroskopie im sichtbaren Spektralbe-
reich durchgeführt. Dazu wurde analog zu BR und HR die Absorptionsänderung in
Abhängigkeit von der Verzögerungszeit und der Wellenlänge bestimmt. Zur besse-
ren Visualisierung wurde auf die dreidimensionale Darstellung der Messdaten für
die Proben der BR-Mutante D85T verzichtet, die qualitativ eine ähnliche transien-
te Absorption wie die beiden HR-Proben zeigen. Stattdessen wurde das transiente
Absorptionssignal als Funktion der Verzögerungszeit bei zwei charakteristischen Wel-
lenlängen ausgewählt (Abb. 4.5) sowie die ermittelten Amplitudenspektren in Abb.
4.6 abgebildet.
Die drei Proben D85T1, D85T2 und D85T3, deren stationäre Absorptionsspektren
einen sehr ähnlichen Verlauf aufweisen, verhalten sich auch in den zeitaufgelösten
transienten Absorptionsmessungen praktisch identisch. Nur bei der Probe D85T4
fallen signifikante Unterschiede in der Ultrakurzzeitdynamik auf der Femto- und Pi-
kosekundenzeitskala auf.
Die zugrundeliegenden Kinetiken für D85T1, D85T2 und D85T3 können durch einen
multiexponentiellen Zerfall mit drei Zeitkonstanten und einem Offset angepasst wer-
den. Der Offset kennzeichnet das verbleibende Photoprodukt mit einem isomerisier-
ten Retinal. Als Zeitkonstanten ergeben sich folgende drei Zerfallszeiten: ∼0.1 ps,
∼3 ps und ∼12 ps (vgl. Tabelle 4.1). Im folgenden werden nur die Eigenschaften
der Probe D85T3 beschrieben und näher diskutiert, da die Probe D85T3 das gleiche
zeitliche sowie spektrale Verhalten wie die beiden Proben D85T1 und D85T2 zeigt.
Die Datenanpassung der transienten Absorption für die Probe D85T4 liefert wieder-
um die drei Zeitkonstanten von ∼0.1 ps, ∼3 ps und ∼12 ps. Zusätzlich aber ergibt
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Abbildung 4.5: Vergleich des transienten Absorptionssignals A(t) für die Proben D85T3
(0 M NaCl) und D85T4 (1 M NaCl), das in Abhängigkeit von der Verzögerungszeit mit einer
linear-logarithmischen Zeitachse abgebildet ist. Die Transienten sind für zwei Spektralberei-
che exemplarisch bei einer Wellenlänge von 510 nm und bei 678 nm ausgewählt. Die gepunk-
tete Linie gibt die Differenz wieder, die nach der Gleichung (A(D85T4) - 0.75×A(D85T3))
ermittelt wurde. Zum Vergleich ist die Transiente von BR rot eingezeichnet, die mit einem
Faktor von 0.25 skaliert wurde.
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sich in der Datenanpassung eine weitere Zeitkonstante von 0.5 ps (vgl. Tabelle 4.1).
Diese zusätzliche kurze Zeitkonstante von 0.5 ps ist im spektralen Bereich der indu-
zierten Absorption um 500 nm und in der stimulierten Emission um 700 nm deutlich
sichtbar. Exemplarisch ist in Abb. 4.5 das transiente Absorptionssignal für zwei Ab-
tastwellenlängen bei 510 nm (Bereich der ESA) und 678 nm (Bereich der stimulierten
Emission) abgebildet. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Transiente der Probe
D85T3 und die durchgezogene Linie die Transiente der Probe D85T4. Beide Proben
D85T3 und D85T4 wurden so präpariert, dass die gleiche Anzahl von Molekülen
angeregt wurde. Um den Zeitnullpunkt stellt sich für die Proben das gleiche tran-
siente Absorptionssignal ein. Vergleicht man die Transienten für die Proben D85T3
und D85T4 bei einer Abtastwellenlänge von 510 nm, so zeigen die Transienten zu
Verzögerungszeiten größer als 1 ps -abgesehen von einem verbleibenden negativen
Offset- für die Probe D85T4 dieselbe Dynamik. Für Verzögerungszeiten unter 1 ps
unterscheiden sich dagegen die beiden Transienten, da im transienten Absorptions-
signal der Probe D85T4 zusätzlich eine Zeitkonstante von 0.5 ps auftritt.
Um die Unterschiede in den beiden Transienten genauer herauszuarbeiten und zu
quantifizieren, wird im folgenden eine Differenz-Betrachtung durchgeführt:
Das beobachtete Zeitverhalten für die Probe D85T4 legt nahe, dass das transien-
te Absorptionssignal sich aus zwei verschiedenen Anteilen zusammensetzt: einerseits
aus einem BR-ähnlichen Anteil, der durch die Zeitkomponente von 0.5 ps charakteri-
siert ist, und andererseits aus einem Anteil, der durch die Dynamik der drei ähnlichen
Proben D85T1, D85T2 und D85T3 gekennzeichnet ist. Um den Anteil zu eliminie-
ren, der von der Probe D85T3 stammt, muss vorher der genaue Anteil dieser Probe
am Zeitnullpunkt bestimmt werden. Durch einen Vergleich der Signale ergibt sich
das folgende Verhältnis der beiden Anteile, die zum transienten Absorptionssignal
der Probe D85T4 beitragen: Ein Anteil von 75 % aller D85T4-Moleküle weist die
Dynamik der Probe D85T3 auf, während 25 % aller D85T4-Moleküle eine 0.5 ps
Zeitkomponente enthalten, die sich BR-ähnlich verhalten. Wird nun das transien-
te Absorptionssignal der Probe D85T3 mit einem Skalierungsfaktor von 0.75 vom
transienten Absorptionssignal der Probe D85T4 subtrahiert, erhält man den reinen
Anteil von 25 %, der für das BR-ähnliche Verhalten der Probe D85T4 verantwortlich
ist. Die so ermittelte Differenz, die den BR-ähnlichen Anteil der Probe D85T4 wie-
dergibt, ist in Abb. 4.5 als gepunktete Linie bei der Abtastwellenlänge von 510 nm
eingezeichnet. Die Differenz zeigt ein rein monoexponentielles Verhalten, das mit
einer Zeitkonstante von 0.5 ps zerfällt. Zum Vergleich dient in Abb. 4.5 eine Tran-
siente von BR, die mit einem Faktor von 0.25 skaliert wurde, da nur ein Anteil von
25 % der Moleküle in der Probe D85T4 über eine schnelle Zeitkomponente von 0.5 ps
verfügt. Der zeitliche Verlauf der beiden Transienten (BR und der Differenz) stimmt
sehr gut überein.
Im Zerfall der stimulierten Emission bei einer Abtastwellenlänge von 678 nm kann ei-
ne ähnliche Beobachtung gemacht werden. Auch hier verhalten sich die beiden Tran-
sienten für Verzögerungszeiten größer als 1 ps gleich. Im vorderen Zeitbereich für
Verzögerungszeiten unter 1 ps ergeben sich Unterschiede, da das transiente Absorp-
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tionssignal bei der Probe D85T4 mit der zusätzlichen BR-ähnlichen Zeitkonstante
von 0.5 ps zerfällt.
In Abb. 4.6 werden die Amplitudenspektren von den Proben D85T3 und D85T4 ge-
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Abbildung 4.6: Amplitudenspektren von BR (), D85T3 (low salt, pH 6) () und D85T4
(high salt, pH 6) (N). Links sind die Amplitudenspektren von BR mit der Zeitkonstante
von 0.5 ps und von D85T3 im Vergleich mit der Probe D85T4 abgebildet. Das Amplitu-
denspektrum von BR wurde mit einem Faktor von 0.25 skaliert.
genübergestellt. In Abb. 4.6 (rechts) sind die Amplitudenspektren der Probe D85T4
(N) mit den Zeitkonstanten 0.5 ps, 3 ps und 12 ps dargestellt, die durch eine Daten-
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anpassung mit Hilfe eines Ratenmodells ermittelt wurden. In Abb. 4.6 (links) sind
die Amplitudenspektren der Probe D85T3 () für die beiden Zeitkonstanten von 3 ps
und 12 ps abgebildet. Zum Vergleich sind die Amplitudenspektren von BR (), das
als Referenz dient, gezeigt (Zeitkonstanten von 0.5 ps und 3 ps). In der Darstellung
wurden die Amplitudenspektren von BR mit einem Faktor 0.25 skaliert, um dem
25 %-tigen Anteil der D85T4-Moleküle mit einer BR-ähnlichen Kinetik Rechnung
zu tragen. Die Amplitudenspektren für die Zeitkonstante 0.5 ps von BR und D85T4
besitzen einen ähnlichen spektralen Verlauf. Vergleicht man die Amplitudenspektren
der Proben D85T3 und D85T4 für jeweils die Zeitkonstanten ∼3 ps und ∼12 ps mit-
einander, so lässt sich ebenfalls ein ähnliches spektrales Verhalten feststellen. Nur
für die Zeitkonstante von ∼3 ps ergibt sich ein gewisser Unterschied im roten Spek-
tralbereich zwischen 600 nm und 750 nm im Amplitudenspektrum beider Proben
D85T3 und D85T4. Allerdings kann für die Zeitkonstante von ∼3 ps eine Addition
der beiden Amplitudenspektren von BR und der Probe D85T3 das dazugehörige
Amplitudenspektrum von D85T4 reproduzieren. Eine weitere Diskussion der drei
Zeitkonstanten wird im nächsten Abschnitt gegeben.
Probe pH- Salz- τ1[ps] τ2[ps] τ3[ps] τ4[ps] τ5
Wert konzentration
BR 7.5 150 mM KCl 0.08 0.4 3.2 — ∞
HR ohne Salz 7.5 0 M NaCl 0.11 — 1.4 8.1 ∞
HR mit Salz 7.5 4 M NaCl 0.1 — 1.0 5.2 ∞
D85T1 8.0 0 M NaCl 0.1 — 3.1 14.9 ∞
D85T2 8.0 1 M NaCl 0.07 — 2.4 11.9 ∞
D85T3 6.0 0 M NaCl 0.09 — 2.5 12.6 ∞
D85T4 6.0 1 M NaCl 0.18 0.5 4.0 16.8 ∞
Tabelle 4.1: Übersicht der untersuchten Proben, für die jeweils der pH-Wert und die Salz-
konzentration angegeben ist. Ferner sind die ermittelten Zeitkonstanten, die eine Daten-
anpassung mit einem Ratenmodell ergab, angeführt.
4.2.2 Diskussion
Halorhodopsin
In HR stellt der Chloridtransport unter physiologischen Bedingungen, d. h. unter sehr
hohen Salzkonzentrationen, einen zyklischen Prozess mit mehreren Intermediaten dar
[202], der durch die lichtinduzierte Photoisomerisierung des Retinals initiiert wird. In
den transienten Absorptionsmessungen erzielt die Variation der Salzkonzentration in
HR keinen wahrnehmbaren Effekt auf die Primärreaktion im Femto- und Pikosekun-
denbereich. In beiden Fällen, HR mit Salz und HR ohne Salz, ergeben sich innerhalb
der Messgenauigkeit die gleichen Zerfallskinetiken von ∼0.1 ps, ∼1.0 ps und ∼5-8 ps,
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die sehr gut mit den Ergebnissen in der Literatur übereinstimmen [238, 240, 247]. Die
Unabhängigkeit der Primärdynamik von der umgebenden Salzkonzentration stellt al-
lerdings ein neues und unerwartetes Ergebnis dar, da die Gesamtfunktion von HR als
Chloridionenpumpe wesentlich von der vorhandenen Salzkonzentration abhängt. In
Anbetracht der Tatsache, dass die Besetzung der Chloridbindungsstelle, die als Donor
für den Transport fungiert, von der Salzkonzentration in der Lösung abhängt, ist es
überraschend, dass die Besetzung der Chloridionenbindungsstelle in den transienten
Absorptionsmessungen keinen Einfluss auf die Primärdynamik von HR ausübt. Diese
Beobachtung wird ebenfalls durch die stationären Absorptionsmessungen ergänzt. In
der stationären Absorption lässt sich ebenfalls kein Effekt auf die spektrale Position
oder die spektrale Form des Absorptionsspektrums beobachten, der auf die Salzkon-
zentration zurückzuführen ist. Daraus lässt sich die Schlussfolgerung ziehen, dass die
photophysikalischen Prozesse des Retinals (Absorption und Isomerisation) unabhän-
gig von der Gegenwart eines Chloridanions an der primären Donorstelle sind. Die
Besetzung der primären Chloridbindungsstelle spielt nur für die späteren Schritte im
Photozyklus eine wichtige Rolle. Die initiale Dynamik der Isomerisierungsreaktion
in HR ist daher unabhängig von dem von ihr induzierten Ionentransport [145, 146].
Mutante D85T
Die experimentellen Ergebnisse aus den transienten Absorptionsmessungen an den
Proben D85T zeigen, dass eine hohe Salzkonzentration in Kombination mit einem
pH-Wert unter 7 (D85T4) sowohl die Eigenschaften des stationären Absorptionsspek-
trums als auch die primären photochemischen Prozesse des Retinals auf der Femto-
und Pikosekundenzeitskala verändern kann.
Stationäre Absorptionsspektroskopie liefert für die drei Proben D85T1, D85T2 und
D85T3 identische Absorptionsspektren. Nur für die Probe D85T4 ergibt sich im sta-
tionären Absorptionsspektrum eine große hypsochrome Verschiebung des Absorp-
tionsmaximums auf 570 nm (wie bei lichtadaptiertem BR). Da die Elektrostatik
in der Umgebung der Schiffschen Base und des Retinals wesentlich das stationäre
Absorptionsspektrum beeinflusst, kann daraus die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass die experimentellen Bedingungen bezüglich pH-Wert und Salzkonzentration für
die Probe D85T4 eine ähnliche Elektrostatik in der Umgebung des Retinals wie in
BR erzeugen. Die spektrale Verschiebung des Absorptionsmaximums von 615 nm
(D85T1, D85T2, D85T3) um mehr als 40 nm deutet darauf hin, dass in der Probe
D85T4 ein Chloridion in der Nähe der Schiffschen Base gebunden ist. Diese Bedin-
gung tritt allerdings nur für pH-Werte unterhalb von 7 bei ausreichender Salzkon-
zentration auf. Die Bindung von Halogenidionen in der Nähe der Schiffschen Base
konnte durch Röntgenstrukturanalyse an der Mutante D85S nachgewiesen werden
[271]. Die große strukturelle Ähnlichkeit der beiden Mutanten D85S und D85T zu-
sammen mit den hier präsentierten Messungen bestätigen die Annahme, dass unter
den experimentellen Bedingungen für die Probe D85T4 (pH=6.0, 1 M NaCl) ein
Chloridion in der Nähe der Schiffschen Base des Retinals gebunden wird.
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Vergleich der Mutante D85T mit HR und BR
Es folgt nun eine Analyse der zeitaufgelösten transienten Absorptionsexperimente in
Bezug auf die Dynamik der Isomerisierung des Retinals.
Alle vier Proben (D85T1, D85T2, D85T3, D85T4) zeigen eine biexponentielle Dy-
namik im angeregten Zustand mit den Zeitkonstanten von ∼3 ps und ∼12 ps. Diese
beiden Zeitkonstanten stimmen sehr gut mit Ergebnissen zu zeitaufgelösten Absorp-
tionsexperimenten an der Mutante D85N, die strukturell eine sehr große Ähnlichkeit
mit der Mutanten D85T hat, überein [22, 265]. Ein ähnliches biexponentielles Verhal-
ten wird in der Primärdynamik von HR beobachtet, die durch eine etwas schnellere
Zerfallskinetik bestehend aus den beiden Zeitkonstanten von 1.5 ps und 8.5 ps cha-
rakterisiert ist (vgl. Tabelle 4.1). Vergleicht man die Primärdynamik der Proben
D85T1, D85T2 und D85T3 mit HR, so ergeben sich sehr gute und weitreichende
Übereinstimmungen hinsichtlich der biexponentiellen Zerfallskinetik und den Ampli-
tudenspektren. Folglich ist die strukturelle sowie die elektrostatische Umgebung in
der Nähe der Schiffschen Base des Retinals für die Proben D85T1, D85T2, D85T3
und HR ähnlich. Insgesamt weist HR eine etwas schnellere Primärdynamik (um einen
Faktor 2) im Femto- und Pikosekundenbereich auf als die Mutante D85T. Dies kann
auf verbleibende Unterschiede in der strukturellen und elektrostatischen Umgebung
zwischen HR und der Mutante D85T zurückgeführt werden. Für die Mutation D85T
wurde nur eine einzige Aminosäure an BR ausgetauscht. Diese Mutation an BR
verursacht eine HR-ähnliche Primärdynamik, die einen Anionentransport induzie-
ren kann. Im Vergleich dazu besitzt HR hingegen eine Primärstruktur, die an vielen
Stellen von der Struktur von BR abweicht (Homologie von ca. 30 %) [64, 65, 211].
Außerdem wurde HR im Gegensatz zur Probe D85T4 durch die Evolution optimiert,
unter nativen Bedingungen Anionen zu transportieren.
Das stationäre Absorptionsspektrum der Probe D85T4 zeigt Anzeichen für eine star-
ke Inhomogenität (Abb. 4.1 und Abb. 4.7). Das Maximum der stationären Absorption
befindet sich bei einer Wellenlänge von 570 nm, bei der spektral auch das stationäre
Absorptionsmaximum von lichtadaptiertem BR liegt. Diese Bande ist jedoch spektral
wesentlich breiter als bei anderen Retinalproteinen (BR und HR). Ferner verbleibt
eine ausgeprägte Schulter bei einer Wellenlänge von 615 nm (Abb. 4.1), die spektral
beim bekannten Absorptionsmaximum der drei Proben D85T1, D85T2 und D85T3
liegt. Das ausgedehnte stationäre Absorptionsspektrum der Probe D85T4 kann repro-
duziert werden, indem die beiden stationären Absorptionsspektren der Probe D85T3
und BR geeignet skaliert und anschließend addiert werden (Abb. 4.7). Die Addition
der skalierten stationären Absorptionsspektren von D85T3 und BR ergibt den spek-
tralen Verlauf des stationären Absorptionsspektrums von D85T4 (gestrichelte Linie
in Abb. 4.7). Dabei tragen die stationären Absorptionsspektren von D85T3 und BR
jeweils mit einem Anteil von 70 % bzw. 30 % zum stationären Absorptionsspektrum
der Probe D85T4 bei. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass unter hohen Salz-
konzentrationen und einem niedrigen pH-Wert, wie es für die Probe D85T4 realisiert
ist, elektrostatische Bedingungen ähnlich zu BR geschaffen werden können. Diese
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Abbildung 4.7: Stationäre Absorptionsspektren von BR, D85T3 (low salt, pH 6) und
D85T4 (high salt, pH 6). Durch eine geeignete Skalierung der beiden stationären Absorp-
tionsspektren von BR (30 %) und der Proben D85T3 (70 %) kann eine Addition der beiden
Absorptionsspektren das Absorptionsspektrum von D85T4 reproduzieren. Bei den Absorp-
tionsspektren wurde jeweils ein konstanter Streuuntergrund subtrahiert, bevor sie geeignet
skaliert wurden.
BR-ähnlichen Bedingungen, die die Elektrostatik in der Umgebung der Schiffschen
Base betreffen, gelten für ca. 25 % aller D85T4-Moleküle. Daher vereinigt die Probe
D85T4 Merkmale, die einerseits für die Proben D85T1, D85T2 und D85T3 und an-
dererseits für BR charakteristisch sind.
Diese Kombination von Eigenschaften, die von den Proben D85T1, D85T2 und
D85T3 und von BR stammen und in der stationären Absorption auftreten, äußert
sich auch in der zeitaufgelösten Absorption der Probe D85T4. Die zeitaufgelöste tran-
siente Absorption der Probe D85T4 ist ebenso über einen biphasischen Zerfall des
angeregten Zustandes mit den Zeitkonstanten von ∼3 ps und ∼12 ps wie die Proben
D85T1, D85T2 und D85T3 gekennzeichnet. Zusätzlich findet in der zeitaufgelösten
transienten Absorption ein Zerfall der Population im angeregten Zustand mit einer
Zeitkonstante von 0.5 ps statt, der auf die Ladung in der Nähe der Schiffschen Base
zurückzuführen ist. Die Zeitkonstante von 0.5 ps ist als Zerfallskinetik des angeregten
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Zustandes von BR bekannt. Offensichtlich führt ein niedriger pH-Wert zusammen mit
einer hohen Salzkonzentration (Probe D85T4) dazu, dass für einen gewissen Anteil
(25 %) der Moleküle eine strukturelle und elektrostatische Umgebung in der Nähe
der Schiffschen Base des Retinals geschaffen wird, die der Umgebung von BR ent-
spricht.
Nur die Probe D85T4 führt einen aktiven Transportzyklus durch, der mit einem Chlo-
ridtransport verbunden ist. Dieser aktive Transportzyklus wird über den reaktiven
Kanal erreicht, der mit der Zeitkonstante von 0.5 ps charakterisiert ist. Dieser reak-
tive Kanal ist allerdings nur für 25 % der D85T4-Moleküle zugänglich. Die anderen
beiden Reaktionskanäle, deren Dynamik mit den Zeitkonstanten ∼3 ps und ∼12 ps
beschrieben wird, stellen Verlustkanäle dar, die kein Transportverhalten hervorru-
fen. Aufgrund der beobachteten Eigenschaften kann die Probe D85T4 als inhomogen
betrachtet werden. Sie beinhaltet nämlich Moleküle mit einem Anteil von 75 %, die
sich wie die Probe D85T3 verhalten, und zu 25 % Moleküle mit einem BR-ähnlichen
Verhalten.
Erklärung der Inhomogenität in der Probe D85T4
Für die Inhomogenität, die in den stationären sowie zeitaufgelösten Absorptionsmes-
sungen der Probe D85T4 beobachtet wurde, kommen als mögliche Ursachen in Frage:
1. eine Verteilung von Retinalisomeren (all-trans, 13-cis, 9-cis),
2. eine Verteilung von mehreren vorhandenen Anionenbindungsstellen sowie
3. die Flexibilität des gebundenen Chloridions.
Zu 1: Unter den hier vorliegenden experimentellen Bedingungen mit Anregungsim-
pulsen bei einer Wellenlänge von 580 nm, kann nur das Retinal in seiner all-trans
Konfiguration effektiv angeregt werden, da Retinale mit einer 13-cis und einer 9-
cis Konfiguration ein Absorptionsspektrum im blauen Spektralbereich mit einem
Maximum um 460 nm aufweisen und kaum noch im Spektralbereich bei 580 nm ab-
sorbieren können [325]. Eine Verteilung von unterschiedlichen Retinalisomeren, die
im Experiment angeregt werden, kann deshalb nicht zur Erklärung der beobachteten
Inhomogenität der Reaktionsdynamik herangezogen werden.
Zu 2: In den Röntgenstrukturanalysen an der Mutante D85S [271] wurde nur ei-
ne einzige Anionenbindungsstelle in der Nähe der Schiffschen Base identifiziert, so
dass eine Verteilung von Anionenbindungsstellen ebenfalls keine Erklärungsmöglich-
keit für die beobachtete Inhomogenität liefern kann.
Zu 3: Als wahrscheinlichste Ursache für die Inhomogenität verbleibt damit die Fle-
xibilität des gebundenen Chloridions. Die negative Ladung in Form des gebundenen
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Chloridions an der Position 85 ist in der Probe D85T4 nicht so fest gebunden wie
die ursprüngliche Aminosäure Aspartat in BR. In den Kristallstrukturen für die Mu-
tante D85S [271] existiert zwar nur eine einzige Anionenbindungsstelle, die in der
Nähe der Schiffschen Base lokalisiert ist. Aus der experimentell bestimmten Elek-
tronendichte an dieser Anionenbindungsstelle kann aber eine Subpopulation eines
gebundenen Chloridions mit einer geringeren Elektronendichte von 25 %, die sich
räumlich unmittelbar in der Nähe der eigentlichen Anionenbindungsstelle befindet,
nicht ausgeschlossen werden. Experimente zur Anionenspezifität zeigen, dass das
Chloridanion beim Bindungsprozess einen größeren Raum (hellgrüne Fläche in Abb.
4.8 unten) zur Verfügung hat [272]. Da das Chloridion eine kleinere Ausdehnung be-
sitzt als das Bromidion, das in der Strukturanalyse in der Mutante D85S verwendet
wurde, kann es die Flexibilität der Bindungsstelle ausnutzen, um andere Positionen
einzunehmen. Aufgrund des geringeren Radius kann das Chloridion eine Position
näher an der Schiffschen Base besetzen, so dass eine negative Ladung an ähnlicher
Stelle wie in BR auftritt (Abb. 4.8 oben). Anders als in BR, bei dem die negative
Ladung durch die Aminosäure Asp85 definiert und fest eingebaut ist, kann sich die
negative Ladung in der Probe D85T4 über einen größeren Raumbereich verteilen.
Aus den hier gewonnenen experimentellen Ergebnissen wird diese Situation nur für
einen gewissen Anteil von ca. 25 % der D85T4-Moleküle erreicht, der für die ul-
traschnelle Isomerisierungsreaktion mit der BR-ähnlichen Zeitkonstante von 0.5 ps
und für das BR-ähnliche Absorptionsspektrum verantwortlich ist. Damit bestimmt
die exakte Position des Chloridions die lokale Elektrostatik und liefert eine Erklärung
für die beobachtete Inhomogenität im stationären und zeitaufgelösten Absorptions-
verhalten der Probe D85T4.
Die BR-ähnliche Zeitkomponente von 0.5 ps kann nur die Probe D85T4 aufweisen. In
den Proben D85T1, D85T2 und D85T3 dagegen kann diese BR-ähnliche Zeitkompo-
nente nicht auftreten. Aufgrund der Probenpräparation steht in den beiden Proben
D85T1 (pH=8.0, kein Salz) und D85T3 (pH=6.0, kein Salz) gar kein Chloridion für
die Bindung in die Nähe der Position 85 zur Verfügung, um die BR-ähnliche Primär-
reaktion mit einer Zeitkonstante von 0.5 ps erzeugen zu können. In der Probe D85T2
(pH=8.0, 1 M NaCl) ist zwar ein Chloridion für eine mögliche Bindung vorhanden,
das aber aufgrund des eingestellten pH-Werts von 8.0 nicht in die Nähe der Positi-
on 85 binden kann. Ein Chloridion kann nur dann dort binden, wenn der pH-Wert
in der Probe unterhalb des pK-Werts der Aminosäure Asp212 liegt. Für die Probe
D85T2 liegt ein pH-Wert von 8.0 vor, der sich oberhalb des pK-Werts von 6.9 der
Aminosäure Asp212 befindet [146], so dass keine Anionenbindung erfolgen kann.
Nur ein Anteil von ca. 25 % aller D85T4-Moleküle, für die eine elektrostatische Um-
gebung wie in BR entsteht, führt einen aktiven Photozyklus durch, der mit dem
Transport eines Chloridions verbunden ist. Daher ergibt sich für die Probe D85T4
eine wesentlich geringere Quantenausbeute als in BR [146]. Die anderen drei Proben
D85T1, D85T2 und D85T3 dagegen zeigen unter den hier verwendeten experimen-
tellen Bedingungen kein Transportverhalten.
Interessanterweise ist D85T4 als einzige Probe in der Lage, Anionen zu transportie-
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Abbildung 4.8: Strukturen in der Nähe des Retinals für BR (oben) und für die Mutan-
te D85S (unten). Die Strukurinformationen wurden aus [69, 271] entnommen. In beiden
Strukturen sind das Retinal (RET), die Aminosäuren Asp212 und Asp85 für BR bzw.
Ser85 für die Mutante D85S dargestellt. In der Mutante D85S kann das Anion (Bromid)
über einen größeren Bereich verteilt sein (hellgrüner Bereich) [271]. Nur wenn das An-
ion (Chloridion) in einem eingeschränkten Bereich (schematisch als dunkelgrüne Fläche
gekennzeichnet) lokalisiert ist, kommt es nach den experimentellen Ergebnissen zu einer
BR-ähnlichen Primärdynamik.
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ren, auch bei Belichtung photochemisch stabil, wie die Extraktion des Retinals zeigt
(vgl. Tabelle 4.2).
Retinalkonfiguration D85T1 D85T2 D85T3 D85T4
lichtadaptiert
all-trans 43 25 52 32
13-cis 32 37 37 65
9-cis 25 38 (44) 11 4
dunkeladaptiert
all-trans 56 44 62 42
13-cis 43 55 38 57
9-cis 1 <1 1 1
Tabelle 4.2: Analyse der Retinalisomere in den vier Proben der Mutante D85T durch Ex-
traktion [322]. Die dunkeladaptierten Proben wurden in den jeweiligen Puffern suspendiert
und für 12 h bei Raumtemperatur im Dunkeln aufbewahrt. Die Belichtung wurde für 10
min mit Wellenlängen λ > 515 nm durchgeführt. Der Wert in Klammern für die Probe
D85T2 wurde nach einer Belichtung mit Wellenlängen λ > 645 nm bestimmt. Die ermittel-
ten Werte bezeichnen den Anteil der Retinalkonfiguration in %. Die Anteile sind für den
lichtadaptierten und den dunkeladaptierten Fall angegeben.
Ein Retinalprotein wird als photochemisch stabil bezeichnet, wenn eine kon-
tinuierliche Belichtung keine Akkumulation des 9-cis Retinals hervorruft, das zur
photochemischen Inaktivierung der Probe führt. In einer stabilen Probe sind die Re-
tinalisomere nur in den beiden Konfigurationen all-trans und 13-cis vorhanden. Im
dunkeladaptierten Zustand liegen in allen Proben die Retinalisomere ausschließlich
in der all-trans bzw. 13-cis Konfiguration vor. Wird eine kontinuierliche Belichtung
der vier Proben vorgenommen, ändert sich das Verhältnis der enthaltenen Retinal-
isomere. In den drei Proben D85T1, D85T2 und D85T3, die keinen Ionentransport
durchführen, kommt es nach kontinuierlicher Belichtung zu einer Akkumulation des
9-cis Retinals. Dies ist ein Hinweis darauf, dass diese Proben keine photochemische
Stabilität besitzen. Die Probe D85T4 dagegen erfährt bei kontinuierlicher Belichtung
keine wesentliche Akkumulation des 9-cis Retinals und stellt damit als einzige der
vier Proben eine photochemisch stabile Ionenpumpe dar.
Insgesamt kann aus den Experimenten die Schlussfolgerung gezogen werden, dass
die Wiederherstellung der elektrostatischen Umgebung in der Nähe der Schiffschen
Base in der Probe D85T4 durch geeigneten pH-Wert und hohe Chloridkonzentrati-
on wie in BR gelingt. Diese elektrostatische Umgebung analog zu BR erzeugt eine
BR-ähnliche Primärdynamik im Femto- und Pikosekundenbereich. Somit hängt die
Isomerisierungsreaktion nicht von den speziellen Eigenschaften des funktionellen Io-
nentransports ab, sondern nur von der Ladung und Geometrie des Gegenions in der
Nähe der Schiffschen Base. Die exakte Position der Ladung spielt dabei eine essen-
tielle Rolle und übt einen sensitiven Einfluss auf die Primärreaktion im Femto- und
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Pikosekundenbereich aus [326].
Die Mutante D85T kann abhängig von den vorliegenden experimentellen Bedingun-
gen ein BR- oder HR-ähnliches Verhalten zeigen. Nur wenn die negative Ladung
exakt an der Stelle 85 lokalisiert ist, kommt es zu einer BR-ähnlichen stationären
Absorption und zu einer schnellen Isomerisierungsreaktion wie in BR. Befindet sich
dagegen die Ladung an einer Position, die außerhalb dieses eingeschränkten Bereichs
liegt, kommt es zu einer HR-ähnlichen Primärdynamik mit einer biexponentiellen
Zerfallskinetik.
Betrachtet man BR und seine biologische Bedeutung im Archaeon Halobacterium
salinarum, so führt es die Funktion einer Protonenpumpe aus. BR ist durch die
Evolution dafür optimiert, effizient Protonen zu transportieren. Im Vergleich zu BR
stellt HR jedoch ein regulatorisches Protein dar, das den osmotischen Ausgleich
während des Zellwachstums gewährleistet. Seine Funktion als Chloridionenpumpe
im Halobacterium salinarum erfordert für diesen Prozess keine hohe Effizienz. Im
Gegensatz zu BR weist HR eine geringere evolutionäre Optimierung als BR auf. In
HR erfolgt nämlich eine lichtinduzierte Anregung in ein flaches breites Tal in der
S1-Potentialfläche, deren Zerfall durch mehrere Zeitkonstanten gekennzeichnet ist.
Dabei führt jedoch nur ein Kanal zur Anionenpumpaktivität [238]. Die geringere
Effizienz von HR könnte folgendermaßen erklärt werden: Das Protein HR könnte
aus einem frühen BR Protein entstanden sein, das noch nicht durch die Evolution
optimiert war. Folglich würde HR die ursprüngliche Potentiallandschaft von einem
frühen noch nicht optimierten BR verwenden, deren Potential zu einer biexponentiel-
len Kinetik führt. Im optimierten BR dagegen findet eine lichtinduzierte Anregung in
einen Bereich der Potentialfläche statt, der in einen gut gerichteten schmalen Kanal
mit einer schnellen Rate mündet und zu einer höheren Effizienz führt.
4.3 Zusammenfassende Bemerkung
In diesem Kapitel wurde der Einfluss der Proteinumgebung und ihre Wechselwir-
kung mit dem Chromophor auf die photochemische Reaktion des Retinals untersucht.
Für diese Fragestellung wurden zeitaufgelöste transiente Absorptionsexperimente im
Femtosekundenbereich an BR, HR und der BR-Mutante D85T durchgeführt, die die
Bewegungen auf der angeregten Potentialfläche S1 beobachten. Dazu wurde erstmals
in dieser Arbeit die Primärreaktion von HR unter nativen physiologischen Bedingun-
gen, d. h. in Membran eingebettet mit einer gesättigten Salzkonzentration von 4 M
NaCl, charakterisiert.
BR und HR verfügen zwar über eine große strukturelle Ähnlichkeit, unterscheiden
sich aber wesentlich sowohl in ihrer Primärreaktion als auch in ihrer biologischen
Funktion als Protonen- oder Chloridpumpe. Der wichtigste strukturelle Unterschied
besteht in der Ladung der Aminosäure an der Position 85, die sich in der Nähe
der Schiffschen Base des Retinals befindet (Aspartat in BR, Threonin in HR). Die
Ladung beeinflusst das stationäre Absorptionsspektrum sowie die Dynamik der Iso-
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merisierungsreaktion. Die BR-Mutante D85T erlaubt es durch Änderung des pH-
Werts und der Salzkonzentration gezielt die Ladung an der Position 85 zu variieren.
Die experimentellen Ergebnisse an der Mutante D85T zeigen, dass die Ladung und
ihre exakte Position einen wesentlichen Einfluss auf die Primärreaktion im Femto-
und Pikosekundenbereich ausübt. Nur wenn das Anion (Chloridion) in einem einge-
schränkten Bereich lokalisiert ist, wird eine elektrostatische Umgebung in der Nähe
der Schiffschen Base des Retinals erzeugt, die sowohl eine stationäre Absorption
als auch eine schnelle Isomerisierung wie in BR hervorruft. Befindet sich das An-
ion dagegen außerhalb dieses eingeschränkten Bereichs, ergibt sich eine HR-ähnliche
Primärdynamik mit einer biexponentiellen Kinetik.
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5 Initiale Reaktionen in Bakteriorhodopsin
Ein elektronisch angeregter Zustand kann im sichtbaren Spektralbereich u. a. mit
Hilfe von transienter Absorptionsspektroskopie und zeitaufgelöster Fluoreszenzspek-
troskopie untersucht werden. Mit transienter Absorptionsspektroskopie können Pro-
zesse im Grundzustand und im angeregten Zustand beobachtet werden. Zum Sig-
nal tragen das Grundzustandsausbleichen, die stimulierte Emission, die Absorption
des angeregten Zustandes (ESA) sowie Produktbanden bei, deren Beiträge sich im
Messsignal überlagern. Für Bakteriorhodopsin (BR) kommt es im Spektralbereich
zwischen 650 nm und 850 nm zu einer solchen Überlagerung [160, 161, 181]. Daher
ist die stimulierte Emission nicht eindeutig zu identifizieren, was eine Separation
und Zuordnung der einzelnen Signalbeiträge in diesem Spektralbereich erschwert.
Als geeignete Lösung bietet sich dafür die zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie
an, da sie den entscheidenden Vorteil besitzt, selektiv nur Signalbeiträge aus dem
angeregten Zustand zu detektieren. Die beiden bisher durchgeführten zeitaufgelösten
Up-Conversions-Fluoreszenzexperimente an BR [163, 164] kommen zwar zu ähnlichen
Ergebnissen, jedoch treten erhebliche Unterschiede in der ultraschnellen Dynamik im
Zeitbereich unterhalb 1 ps sowie in der Amplitude, die zur Zeitkonstante im Pikose-
kundenbereich gehört, auf.
Aufgrund dieser Diskrepanzen in der Literatur wurden zeitaufgelöste breitbandige
Fluoreszenzexperimente, die auf der Kerr-Schalter-Technik basieren, unter wohlde-
finierten experimentellen Bedingungen hinsichtlich des Austauschens der Probe und
der Anregungsdichten an BR durchgeführt. Dazu wurde das Fluoreszenzsignal in
Abhängigkeit von der Anregungsdichte untersucht. Die resultierenden Ergebnisse
sind in der Lage, einige Diskrepanzen in der Literatur zu erklären. Zum Vergleich
zu den zeitaufgelösten Fluoreszenzspektroskopie-Experimenten wurden Experimente
an denselben BR Präparationen mit Hilfe sichtbarer transienter Absorptionsspektro-
skopie durchgeführt.
5.1 Fluoreszenzspektroskopie
Molekulare Systeme wie BR mit einer ultraschnellen photochemischen Reaktion zei-
gen in zeitaufgelösten Fluoreszenzspektren erwartungsgemäß folgende drei allgemeine
charakteristische Merkmale:
(i) Aufgrund einer gedämpften Bewegung auf der angeregten Potentialfläche ver-
ringert sich mit der Zeit der Energieabstand zwischen dem Grundzustand und dem
angeregten Zustand. Dieser Prozess kennzeichnet einen dynamischen Stokesshift, der
in molekularen Systemen mit gebundenen und reaktiven Potentialflächen des ange-
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regten Zustandes auftreten kann. In gebundenen Systemen wird der Effekt häufig
durch die dielektrische Relaxation des Lösungsmittels, welches das angeregte Mo-
lekül umgibt, hervorgerufen [327, 328]. Diese Verschiebung, die durch die Lösungs-
mittelrelaxation induziert wird, lässt (abgesehen von einem kubischen Term in der
Frequenz) die spektral integrierte Fluoreszenzintensität konstant. In reaktiven Syste-
men können jedoch zusätzlich zu den lösungsmittelinduzierten Effekten Bewegungen
entlang interner Koordinaten stattfinden.
(ii) Für den Fall einer Bewegung mit großer Amplitude können die Franck-Condon
Faktoren für die Emission, die Übergangsdipolmomente oder beide gleichzeitig vari-
ieren, was typischerweise eine Veränderung der spektral integrierten Fluoreszenzin-
tensität zur Folge hat [328, 329]. Als Beispiele für derartige Intensitätseffekte, die sich
in zeitaufgelösten Fluoreszenzspektren von Molekülen mit ultraschneller Photoreak-
tion äußern, lassen sich Farbstoffmoleküle wie Azobenzol [330, 331] sowie Nitroanilin
[332] anführen. Diese experimentellen Erfahrungen können durch quantenchemische
Berechnungen gestützt werden [332, 333], die oft eine deutliche Änderung des Über-
gangsdipolmoments bei einer Bewegung mit großer Amplitude voraussagen.
(iii) Nach diesen Prozessen im angeregten Zustand findet der Zerfall über interne
Konversion in den Grundzustand statt, der die Fluoreszenz beendet.
5.1.1 Anregungsabhängigkeit der Fluoreszenzdynamik
Zunächst wurde die Fluoreszenzdynamik von BR in Abhängigkeit von der Anre-
gungsdichte analysiert. Für die anregungsabhängigen Fluoreszenzexperimente wurde
eine Reihe von Fluoreszenzmessungen durchgeführt, in denen die Anregungsdichte1
schrittweise im Bereich von 0.3 bis zu 40 Photonen pro BR-Molekül variiert wurde.
Erwartungsgemäß sollte eine Anregung mit einem ultrakurzen Laserimpuls sehr ho-
her Intensität zu Mehrphotonenprozessen sowie eventuell auch zu mehrstufigen Pro-
zessen führen. Den einfachsten Mehrphotonenprozess stellt ein Zweiphotonenprozess
dar. Bei einer Anregungswellenlänge von 565 nm, wie sie hier in diesem Experiment
verwendet wurde, können über einen Zweiphotonenprozess höher liegende elektro-
nisch angeregte Zustände in einem spektralen Bereich um 280 nm erreicht werden.
In diesem Spektralbereich liegen die Absorptionen von aromatischen Aminosäuren
[334] sowie die ultraviolette Absorptionsbande des Retinals. Der Übergang im Re-
tinal erfolgt aus dem Grundzustand S0 über eine resonante Zwischenstufe S1 in höher
liegende angeregte Zustände Sn und sollte daher sehr effizient ablaufen. Wenn höher
liegende Zustände Sn in BR besetzt werden, sollten sich Änderungen in der Fluores-
zenzdynamik ergeben. Man erwartet strahlende Übergänge zwischen dem Zustand
Sn und anderen elektronisch angeregten Zuständen. Da der angeregte Zustand Sn
vermutlich schnell über interne Konversion verlassen wird, sollten diese Übergänge
eine kurze Lebensdauer aufweisen, und die Fluoreszenzmaxima zeitlich leicht verzö-
1Definition der Anregungsdichte: Produkt aus dem Absorptionsquerschnitt von BR und der Pho-
tonendichte (Anzahl der Photonen pro Fläche).
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Abbildung 5.1: Einfluss der Anregungsdichten auf die Fluoreszenz. Die Zeitverläufe der
Fluoreszenz sind als Funktion der Intensität (mit logarithmischer Achse) und der Verzöge-
rungszeit abgebildet. Exemplarisch sind die Transienten für drei verschiedene Wellenlängen
(650 nm, 730 nm und 800 nm) angegeben. Die durchgezogene Linie stellt die Transienten
mit niedrigen Anregungsdichten von 0.3 Photonen pro BR-Molekül und die gestrichelte
Linie die Transienten mit hohen Anregungsdichten von 40 Photonen pro Molekül dar. Die
Transienten wurden dabei auf die Fluoreszenzintensität bei einer Verzögerungszeit von
0.3 ps normiert.
gert auftreten. Die Energieabstände zwischen höher angeregten Zuständen sind im
allgemeinen kleiner als der Energieabstand des S0→ S1 Übergangs, so dass das Fluo-
reszenzspektrum zu frühen Zeiten starke Anteile im roten Spektralbereich aufweisen
sollte. Anzeichen für so ein Verhalten konnten schon in Fluoreszenz- [335] und Ab-
sorptionsexperimenten [336] beobachtet werden. Zur Verifizierung dieser Hypothesen
wurden Experimente mit variierender Anregungsdichte durchgeführt.
Es zeigt sich, dass für Anregungsdichten unterhalb von 1 Photon pro BR-Molekül
ein identisches Fluoreszenzverhalten reproduziert wird, das keine Abhängigkeit von
den Anregungsdichten aufweist. Wenn die Anregungsdichten einen Wert größer als
1 Photon pro BR-Molekül erreichen, ergeben sich signifikante Änderungen im spek-
tralen sowie zeitlichen Verhalten der Fluoreszenzintensität.
In Abb. 5.1 wird die transiente Fluoreszenzintensität bei niedriger Anregungsdichte
und hoher Anregungsdichte miteinander verglichen. Die Fluoreszenzintensität ist auf
einer logarithmischen Skala als Funktion der Verzögerungszeit exemplarisch bei drei
verschiedenen Wellenlängen von 650 nm, 730 nm und 800 nm aufgetragen. Während
die durchgezogene Linie die Fluoreszenzsignale bei niedrigen Anregungsdichten von
0.3 Photonen pro BR-Molekül darstellt, kennzeichnet die gestrichelte Linie die Fluo-
reszenzsignale mit hohen Anregungsdichten von 40 Photonen pro BR-Molekül.
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Es ergeben sich zwei signifikante Unterschiede im transienten Fluoreszenzsignal:
Erstens nimmt die Amplitude der kürzesten Zeitkonstante mit kleiner als 150 fs
deutlich mit wachsender Anregungsdichte zu, deren Effekt insbesondere bei längeren
Wellenlängen ausgeprägter wird. Außerdem verschieben sich die Fluoreszenzmaxima
zeitlich und erscheinen zu späteren Verzögerungszeiten. Zweitens nimmt die Zerfalls-
zeit im 0.5 ps Bereich von 0.45 ps bei niedrigen Anregungsdichten deutlich auf einen
Wert von nun 0.7 ps zu. Bei dieser Komponente zeigen die spektralen Eigenschaften
des Amplitudenspektrums keine Veränderungen, die von der Anregungsdichte ab-
hängen.
Vergleicht man diese experimentellen Ergebnisse mit den vorher angenommenen
Hypothesen, so zeigt sich, dass die Fluoreszenz mit hoher Anregungsdichte genau
die erwarteten Eigenschaften von Mehrphotonenprozessen aufweist. Die stimulierte
Emission ist bei hohen Anregungsdichten verstärkt durch einen Zerfall mit einer sehr
kurzen Lebensdauer gekennzeichnet. Ferner erreicht die Fluoreszenz mit hohen Anre-
gungsdichten ihr maximales Signal zu späteren Verzögerungszeiten als mit niedrigen
Anregungsdichten. Die Amplitude der kürzesten Zeitkomponente <150 fs vergrößert
sich erheblich mit wachsender Anregungsdichte. Abgesehen von einer leichten Ver-
schiebung der Emissionsmaxima zu späteren Verzögerungszeiten, kann die kürzeste
Zeitkomponente <150 fs wegen der hier erreichten Zeitauflösung nicht in zwei An-
teile zerlegt werden: in einen Anteil, zu dem die niedrigen Anregungsdichten ihren
Beitrag leisten, und in einen Anteil, der alleine auf den Effekt hoher Anregungs-
dichten zurückzuführen ist. Da die spektralen Signaturen, die von der kurzlebigen
Zeitkomponente unter hohen Anregungsdichten stammen, jedoch bevorzugt im roten
Spektralbereich auftauchen, legt dies nahe, dass die Emission dort von Übergängen
zwischen höher liegenden angeregten Zuständen verursacht wird.
Hohe Anregungsdichten führen ferner zu einer größeren Lebensdauer des ersten ange-
regten Zustandes S1, dessen Lebensdauer sich nahezu verdoppelt. Wenn elektronisch
höher angeregte Zustände im Molekül bevölkert werden, müssen sie zunächst wie-
der in den ersten angeregten Zustand S1 zurückkehren, ehe die Population den S1
verlassen kann. Der Zerfall höher angeregter Zustände über interne Konversion in
den S1 ist logischerweise mit einer bestimmten Zeitdauer verbunden, so dass sich
die Fluoreszenzlebensdauer effektiv verlängert. Durch hohe Anregungsdichten wird
mehr Energie für das System und seine Reaktion zur Verfügung gestellt als benötigt
wird. Damit ergibt sich eine Überschussenergie, die zu heißen Molekülen führt. Bei
hohen Anregungsdichten erfolgt die Reaktion nicht mehr thermisch aktiviert, son-
dern vollzieht sich langsamer, da die heißen Moleküle bei der Reaktion länger nach
der Anregung die konische Durchschneidung suchen und diese nicht mehr so leicht
finden. Diese Verlängerung der Zeitkonstante wird als Effekt hier beobachtet: der S1-
Zustand verfügt nun über eine größere Lebensdauer, wobei sich keine Änderungen
in den spektralen Signaturen ergeben.
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5.1.2 Fluoreszenzdynamik bei niedrigen Anregungsdichten
Ergebnisse
Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, haben zu hohe Anregungsdichten einen
erheblichen Einfluss auf die Fluoreszenzdynamik. Im folgenden wird deshalb die
Fluoreszenzdynamik bei adäquaten nativen Anregungsbedingungen ausführlicher be-
schrieben und diskutiert. Native Anregungsdichten können geschaffen werden, wenn
die Anregungsdichten so niedrig gewählt werden, dass lineare Anregungsbedingun-
gen vorliegen und dennoch ein gutes Signal-zu-Rausch Verhältnis erreicht wird. Diese
Situation kann mit Anregungsdichten von 0.3 Photonen pro BR-Molekül gewährleis-
tet werden. Auch in einem Bereich zwischen 0.7 und 1 Photonen pro BR-Molekül
ergeben sich noch keine Unterschiede bezüglich der zeitaufgelösten Fluoreszenz. Im
Abbildung 5.2: Zeitaufgelöste Fluoreszenzspektren von BR für niedrige Anregungsdichten
von ∼0.3 Photonen pro BR-Molekül. Die Fluoreszenzintensität ist in Abhängigkeit von der
Wellenlänge in nm und der Verzögerungszeit in ps angegeben. BR emittiert eine breit-
bandige Fluoreszenz in einem Spektralbereich zwischen 650 nm und 850 nm, die auf einer
Zeitskala von Femtosekunden und Pikosekunden zerfällt.
folgenden werden die Ergebnisse der zeitaufgelösten Fluoreszenzexperimente exem-
plarisch bei Anregungsdichten von 0.3 Photonen pro BR-Molekül vorgestellt. Wird
BR mit einem ultrakurzen Laserimpuls bei einer Wellenlänge von 565 nm angeregt,
emittiert es eine spektral breitbandige und sehr kurzlebige Fluoreszenz (Abb. 5.2).
Diese Fluoreszenz umfasst einen spektralen Bereich von 630 nm bis einschließlich
900 nm. Qualitativ lässt sich ein biphasischer Zerfall der Fluoreszenz beobachten.
Hierbei dominiert im blauen Spektralbereich eine schnellere Zeitkomponente den
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Zerfall, während im roten Bereich das Spektrum eine etwas längere Zerfallskonstan-
te von etwa 0.5 ps aufweist. Ferner erscheint zu späteren Verzögerungszeiten ein
schwacher langlebiger Anteil, der einer Zerfallskonstante im Bereich von einigen Pi-
kosekunden zugeordnet werden kann. Diesen Zerfallsprozessen ist ein dynamischer
Stokesshift (eine Rotverschiebung der Fluoreszenzmaxima in der Zeit) im kurzen
Zeitbereich von ca. 100 fs überlagert. Zur besseren Visualisierung dieser spektralen
Verschiebung sind in einer Höhenliniendarstellung die Fluoreszenzmaxima bei jeder
Wellenlänge in Abhängigkeit von der Verzögerungszeit aufgetragen (Abb. 5.3). Das
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Abbildung 5.3: Darstellung der Fluoreszenzspektren bei niedrigen Anregungsdichten als
Höhenlinienbild um den Zeitnullpunkt. Die Linie gibt die jeweilige Position der Fluores-
zenzmaxima in Abhängigkeit von der Wellenlänge an. Die Fluoreszenzmaxima im blauen
Spektralbereich erscheinen früher als im roten Spektralbereich und zeigen das Verhalten
eines dynamischen Stokesshifts.
Fluoreszenzmaximum befindet sich direkt nach lichtinduzierter Anregung bei einer
Wellenlänge von 650 nm. In weniger als 100 fs verschiebt sich das Fluoreszenzma-
ximum in den roten Spektralbereich, bis es das stationäre Fluoreszenzmaximum bei
750 nm erreicht hat. In einer anderen Darstellung (Abb. 5.4), die üblicherweise zur
Demonstration eines dynamischen Stokesshifts verwendet wird, ist die Wellenlänge
des Fluoreszenzmaximums bei einem bestimmten Zeitpunkt als Funktion der Ver-
zögerungszeit angegeben. In der Abbildung sind die Emissionsmaxima mit Kreuzen
markiert. Die gestrichelte Linie dient als optische Hilfslinie, die den Trend der Ver-
schiebung verdeutlichen soll. Die Verschiebung der Emissionsmaxima ist eindeutig
sichtbar. Sie vollzieht sich in einem Spektralbereich zwischen 630 nm und 750 nm
mit weniger als 100 fs.
76
5.1 Fluoreszenzspektroskopie
Abbildung 5.4: Dynamischer Stokesshift der Fluoreszenzspektren von BR bei niedrigen
Anregungsdichten. Das stufenförmige Verhalten der Daten stammt von einem nicht voll-
ständig korrigierbaren Messartefakt. Die gestrichelte Linie visualisiert den Trend der Ver-
schiebung.
Mit Hilfe eines Ratenmodells, bestehend aus Exponentialfunktionen und dazugehö-
rigen Amplituden, können die verschiedenen Zerfallsprozesse quantitativ mit drei
Zeitkonstanten beschrieben werden. Für die Anpassung der Daten ergeben sich die
drei Zeitkonstanten zu τ1∼50-150 fs, τ2∼450 fs und τ3∼3-10 ps. Die Amplitude der
ersten Zeitkonstante τ1 besitzt ihr Maximum bei 650 nm und nimmt in Richtung des
roten Spektralbereichs ab. Da eine Überlagerung der Fluoreszenzdynamik im blauen
Spektralbereich mit dem dynamischen Stokesshift stattfindet, kann die erste Zerfalls-
konstante τ1 nicht genauer bestimmt werden. Für die zweite Zeitkonstante τ2 von
∼450 fs erreicht die Amplitude ihren Maximalwert bei einer Wellenlänge von 750 nm,
dem stationären Fluoreszenzmaximum. Die Amplitude der dritten Zeitkonstante τ3
weist ein sehr breites Spektrum mit einem noch weiter rotwellig verschobenen Maxi-
mum auf. Da die Amplitude dieser Zeitkonstante allerdings nur einen geringen Anteil
von weniger als 5 % an der gesamten initialen Fluoreszenz hat, kann für die Zeitkon-
stante τ3 nur ein ungefährer Wert in einem Bereich zwischen 3 ps und 10 ps ermittelt
werden.
In den hier vorgestellten Fluoreszenzmessungen an BR können alle vorher beschrie-
benen Eigenschaften, die für Moleküle mit einer ultraschnellen Photoreaktion charak-
teristisch sind, beobachtet werden. Die Maxima der Fluoreszenzspektren verschieben
sich mit einer Zeitkonstante von <150 fs hin zu längeren Wellenlängen, was einen
dynamischen Stokesshift auszeichnet. In einem parallelen Prozess findet ein Zerfall
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der integrierten Fluoreszenzintensität auf der gleichen Zeitskala von 200 fs statt,
da sich die Emissionswahrscheinlichkeit durch eine Bewegung mit großer Amplitude
verringert. Über interne Konversion in den Grundzustand zerfällt der Hauptanteil
der Fluoreszenz mit einer Zeitkonstante von 0.45 ps. Danach ist die Emission im
wesentlichen abgeschlossen, und das Molekül befindet sich im Grundzustand.
Diskussion
Im folgenden werden die hier vorgestellten Ergebnisse aus der zeitaufgelösten Fluo-
reszenzspektroskopie mit bekannten Resultaten aus der Literatur zur Primärreaktion
von BR verglichen und diskutiert.
Bisher existieren in der Literatur nur wenige zeitaufgelöste Fluoreszenzexperimente
zur Primärreaktion von BR im Femtosekundenbereich [163, 164]. In beiden Messun-
gen basiert das Experiment auf der Up-Conversion-Technik. Du und Fleming [164]
verwendeten in ihrem Experiment Laserimpulse bei 608 nm mit einer Impulsener-
gie von 3 nJ und einer Repetitionsrate von 100 kHz zur Anregung von BR. Dabei
erreichten sie eine zeitliche Auflösung von 60 bis 70 fs. Die Fluoreszenzmessungen
zeigen in einem Spektralbereich zwischen 680 nm und 900 nm einen Zerfall mit drei
Zeitkonstanten, die Werte von 90-240 fs, 0.6-0.9 ps und 9.0-13.0 ps aufweisen. Die
dazugehörigen Amplituden nehmen Werte von 40-70 %, 20-40 % und 5-25 % an.
Diese Werte stimmen mit den Zeitkonstanten der hier präsentierten Daten qualita-
tiv überein. Allerdings verfügt die dritte Zeitkonstante τ3 bei Du und Fleming über
eine deutlich höhere Amplitude. Diese höhere Amplitude für die Zeitkonstante τ3
kann dadurch erklärt werden, dass bei Du und Fleming die Probe zwischen jedem
Laserschuss nicht vollständig ausgetauscht wurde. Die Probe wurde dort mit 20 Hz
ausgetauscht, wobei die Anregung jedoch mit einer Repetitionsrate von 100 kHz
erfolgte. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine Akkumulation von nach-
folgenden Intermediaten verursacht wurde.
Die zweite Veröffentlichung, die zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen an BR behan-
delt, stammt von Haacke et al. [163]. In ihren Experimenten regten sie BR bei einer
Wellenlänge von 585 nm mit einer Repetitionsrate von 80 MHz an, wobei eine deut-
lich geringere Zeitauflösung von 250 fs erreicht wurde. Das Fluoreszenzsignal wurde
in einem Spektralbereich zwischen 500 nm und 850 nm detektiert. Die Daten wurden
biexponentiell mit einer Zeitkonstante von 400 fs und einer etwas langsameren Zeit-
konstante kleiner als 10 ps angepasst. Dabei wird das Fluoreszenzsignal mit 96 %
von der kurzen Zeitkonstante dominiert, während die längere Zeitkonstante nur ge-
ring mit einem Anteil von 4 % zum Signal beiträgt. Die kürzere Zeitkonstante von
400 fs weist eine Abhängigkeit von der Detektionswellenlänge auf. Sie nimmt im ro-
ten Spektralbereich von 400 fs in Richtung des blauen Spektralbereichs auf 150 fs ab.
Die zweite Zeitkonstante dagegen zeigt kein wellenlängenabhängiges Verhalten. We-
gen der schlechteren Zeitauflösung konnten zeitliche Prozesse unterhalb von 250 fs
nicht mehr aufgelöst werden. Die beiden Zeitkonstanten von Haacke et al. decken
sich innerhalb der experimentellen Ungenauigkeit mit den hier vorgestellten Ergeb-
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nissen. Dies betrifft auch die Amplitudenhöhe der längeren Zeitkonstante. Allerdings
konnte keine Abhängigkeit der 400 fs Zeitkomponente von der Detektionswellenlänge
beobachtet werden. In beiden bekannten Fluoreszenzexperimenten aus der Literatur
konnte außerdem kein dynamischer Stokesshift gefunden werden.
Von transienten Absorptionsmessungen sind drei Zeitkonstanten im Femto- und Pi-
kosekundenbereich bekannt: 30-200 fs, 400-500 fs und 3-5 ps [24, 101, 103, 160, 181].
Die ersten beiden Zeitkonstanten stimmen sehr gut mit den hier vorgestellten Fluo-
reszenzmessungen überein. Die Zeitkonstanten werden folgenden Prozessen zugewie-
sen: Zunächst erfolgt nach einer lichtinduzierten Anregung die Besetzung des ange-
regten Zustandes, in dem ein Wellenpaket präpariert wird. Innerhalb von weniger
als 200 fs verlässt das im S1 präparierte Wellenpaket den Franck-Condon Bereich
und erreicht das Potentialminimum des angeregten Zustandes, der entlang einer ko-
nischen Durchschneidung mit 500 fs verlassen wird. Die Produktbildung des cis-
Retinalisomers vollzieht sich mit 3-5 ps. Diese Produktbildung findet nicht mehr im
angeregten Zustand statt, so dass sie als Prozess in der Fluoreszenz nicht beobachtet
werden sollte. Die längere Zeitkonstante mit geringer Amplitudenstärke in der Fluo-
reszenz (3-10 ps) kann BR-Molekülen mit gelockten Retinalen zugeordnet werden
[160, 337]. Sterisch blockierte Retinale, die keine Isomerisierung mehr durchführen
können und dadurch für die Isomerisierungsreaktion inaktiv sind, weisen ebenfalls die
beiden ersten Zeitkonstanten im Femtosekundenbereich von 50-100 fs und 0.4-2 ps
auf [160, 165–167, 337]. Ferner erscheint eine zusätzliche Zeitkonstante im Bereich
von 4-20 ps. Die längere Zeitkomponente von 3-10 ps in den hier vorgestellten Mes-
sungen liegt sehr gut in diesem für gelockte Retinale bekannten Bereich. Außerdem
lässt sich auch die geringe Amplitude dieser Zeitkonstante dadurch erklären, dass
nur ein sehr geringer Anteil der BR-Moleküle in inaktivierter Form vorliegt.
Ein dynamischer Stokesshift wurde bisher in transienten Absorptionsexperimenten
sowie in zeitaufgelösten Fluoreszenzexperimenten noch nicht erwähnt. In [103] wer-
den jedoch Zeitabhängigkeiten im Bereich der stimulierten Emission vorgestellt, die
einen beschleunigten Zerfall bei kurzen Wellenlängen zeigen. Bei kurzen Wellenlängen
dominiert die Zeitkomponente von 100-200 fs, während der Zerfall im langwelligen
Spektralbereich (>770 nm) hauptsächlich durch die Zeitkomponente von 500 fs ge-
kennzeichnet ist. Die Emission verschiebt sich eher zeitlich zu längeren Wellenlängen
als gleichförmig zu zerfallen.
Die meisten Ergebnisse aus transienten Absorptionsmessungen postulieren ein in-
stantanes Auftreten der Emission [157, 160, 161, 338]. Allerdings gibt es Hinweise,
welche die Existenz eines dynamischen Stokesshifts unterstützen. In den Daten von
Ye et al. [339] tritt der Anstieg der stimulierten Emission im Spektralbereich zwi-
schen 800 nm und 950 nm um 30 fs verzögert auf. Diese Verzögerung vollzieht sich in
einem wesentlich kürzeren Zeitbereich als der hier beobachtete Stokesshift. Im Ma-
ximum der Fluoreszenz kann in transienten Absorptionsexperimenten nahezu keine
stimulierte Emission detektiert werden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass in die-
sem Spektralbereich die Absorption aus dem angeregten Zustand (ESA) zum Signal
beiträgt [157, 158, 161]. Die spektrale Dynamik in der Fluoreszenz oder in der tran-
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sienten Absorption müssen daher nicht unbedingt identisch sein. Hier liegen noch
Diskrepanzen vor, die weitere Untersuchungen erfordern. Hierbei muss besonders
auf die Bestimmung des Zeitnullpunktes geachtet werden, der durch unabhängige
Methoden genau festgelegt werden muss.
Die in [164] gefundene große Amplitude der langsamen Emissionskomponente kann
durch die dort vorliegenden Anregungsbedingungen mit zu hohen Anregungsdichten
und ungenügendem Probenaustausch erklärt werden.
5.2 Transiente Absorptionsspektroskopie
Der erste schnelle Prozess in der Primärreaktion von BR, der in weniger als 200 fs
abläuft, wurde zusätzlich mit einer komplementären spektroskopischen Methode, der
transienten Absorptionsspektroskopie im sichtbaren Spektralbereich, untersucht.
In Abbildung 5.5 sind die transienten Spektren der Absorptionsänderung von BR in
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Abbildung 5.5: Zeitschnitte von BR bei den Verzögerungszeiten 0.1 ps, 0.2 ps, 0.5 ps,
1.0 ps, 2.0 ps, 100 ps. Der graue Bereich deutet die spektrale Breite des Anregungsimpul-
ses an. Die schwarzen Pfeile kennzeichnen den Zerfall der Zeitschnitte bei kurzen Verzöge-
rungszeiten in Richtung zu längeren Verzögerungszeiten. Bei einer Wellenlänge von etwa
534 nm befindet sich ein isosbestischer Punkt.
Abhängigkeit von der Abtastwellenlänge aufgetragen. Für die verschiedenen transi-
enten Spektren wurden die Verzögerungszeiten mit den Werten von 0.1 ps, 0.2 ps,
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0.5 ps, 1.0 ps, 2.0 ps, 100 ps gewählt. Der graue Bereich deutet die spektrale Breite
des Anregungsimpulses an. Die schwarzen Pfeile zeigen die Reihenfolge der transien-
ten Spektren zu längeren Verzögerungszeiten hin an. In der transienten Absorption
können als spektrale Signaturen die ESA im blauen Spektralbereich, das Ausblei-
chen des Grundzustandes um 570 nm und die Bildung des ersten Photoprodukts,
das J-Intermediat, mit einem Absorptionsmaximum bei 650 nm sowie die des zwei-
ten Photoprodukts im Grundzustand, das K-Intermediat, mit einem Maximum um
630 nm beobachtet werden. Der angeregte Zustand von BR ist durch die ESA und
die stimulierte Emission charakterisiert. In transienter Absorption wird die schnelle
Zeitkonstante der stimulierten Emission, die in einem Bereich zwischen 30 fs und
200 fs liegt, im Spektralbereich zwischen 650 nm und 850 nm aber von anderen Si-
gnalbeiträgen überlagert. Im blauen Spektralbereich findet man in den transienten
Spektren einen isosbestischen Punkt bei einer Wellenlänge von ca. 534 nm, der die
Möglichkeit für eine detaillierte Analyse bietet. Dieser isosbestische Punkt wurde,
soweit bekannt, hier zum ersten Mal für eine solche Analyse verwendet.
Ein isosbestischer Punkt stellt einen Schnittpunkt in den Absorptionsspektren dar,
an dem zwei Spezies mit verschiedenen Absorptionsmaxima eine identische Absorp-
tion aufweisen. Bei einem Übergang zwischen diesen Spezies ändert sich dann die
Absorption der Probe nicht. Am hier beobachteten isosbestischen Punkt kompen-
sieren sich gerade die verschiedenen Effekte, die mit dem Zerfall des angeregten
Zustandes mit 400 fs verbunden sind. Somit kann man die Vorgänge, die zeitlich im
Bereich unter 400 fs liegen, besser voneinander trennen.
In Abb. 5.6 sind die Zeitverläufe der transienten Absorption in einem Spektral-
bereich um den isosbestischen Punkt bei 534 nm angegeben. Dazu ist die Absorp-
tionsänderung in Abhängigkeit von der Verzögerungszeit für die Abtastwellenlängen
zwischen 518 nm und 550 nm dargestellt. Für die beiden Transienten bei 518 nm und
526 nm erfolgt am Zeitnullpunkt ein instrumentell limitiertes Ansteigen des ESA-
Signals, das anschließend einen exponentiellen Zerfall zeigt, bevor es einen konstan-
ten Wert mit negativer Absorptionsänderung erreicht. Bei der Transienten mit einer
Wellenlänge von 534 nm steigt die ESA ebenso um den Zeitnullpunkt an, zerfällt
aber sofort wieder. Für Verzögerungszeiten größer als 400 fs verbleibt ein konstantes
negatives Signal. Bei den Transienten für Wellenlängen größer als 534 nm zeigt sich
dieses Verhalten um den Zeitnullpunkt noch ausgeprägter. Hier wird der Anstieg in
der Amplitude immer kleiner und weist eine noch kürzere Zerfallszeit auf, so dass
sich das Signal schnell in die stimulierte Emission umkehrt. Das transiente Absorp-
tionssignal um den Zeitnullpunkt, das zunächst anklingt und sofort wieder zerfällt,
stammt eindeutig von BR.2 Am isosbestischen Punkt bei 534 nm kann der alleinige
Beitrag des ersten schnellen Prozesses extrahiert werden. Dazu wurde im transienten
Absorptionssignal (Abb. 5.7) der frühe Zeitbereich bis 400 fs mit einem exponenti-
ellen Zerfall, der mit einer Gaussfunktion (FWHM von 60 fs) gefaltet ist, angepasst.
2Das Lösungsmittel besitzt um den Zeitnullpunkt ein transientes Absorptionssignal (Lösungsmit-
telartefakt), das im Vergleich zum transienten Absorptionssignal von BR nur 6 % ausmacht.
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Abbildung 5.6: Die Absorptionsänderung ist für verschiedene Abtastwellenlängen in einem
Spektralbereich um 534 nm in Abhängigkeit von der Verzögerungszeit dargestellt.
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Abbildung 5.7: Transiente von BR bei einer Abtastwellenlänge am isosbestischen Punkt
von 534 nm (offene Kreise). Eine Datenanpassung (durchgezogene schwarze Linie) mit einer
Exponentialfunktion, die mit einer Gaussfunktion gefaltet ist, ergibt eine Zerfallszeit für
den ersten Prozess von 50 fs.
Die Zeitkonstante, die mit Hilfe einer exponentiellen Datenanpassung ermittelt wur-
de, dient als Maß für einen ersten schnellen Prozess. In Abb. 5.7 kennzeichnen die
offenen Kreissymbole die gemessenen Datenpunkte von BR und die durchgezogene
Linie die exponentielle Datenanpassung im vorderen Zeitbereich bis 500 fs. Die An-
passung dieses kurzlebigen Signals ergibt einen Zerfall mit einer Zeitkonstante von
50 fs. Weitere Datensätze von BR, die mit einer schlechteren Zeitauflösung gewonnen
wurden, liefern Zeitkonstanten, die in einem Bereich zwischen 70 fs und 95 fs liegen.
Der isosbestische Punkt kann auch in den Messungen der vier Proben der BR-
Mutante D85T (D85T1, D85T2, D85T3 und D85T4) beobachtet werden, der hier
bei einer Wellenlänge von 542 nm auftritt (vgl. Tabelle 5.1). In den Mutanten er-
scheint ebenfalls dieser erste schnelle Prozess, der sich innerhalb von ca. 35 fs vollzieht
und damit die gleiche Größenordnung wie in BR aufweist.
Der Spektralbereich, in dem der isosbestische Punkt liegt, befindet sich bei kürzeren
Wellenlängen als die spektrale Lage des Anregungsimpulses. Der isosbestische Punkt
bietet die Möglichkeit, den ersten Prozess, der extrem schnell innerhalb von <100 fs
abläuft, im Detail zu analysieren.
Bei BR liegt der isosbestische Punkt bei einer Abtastwellenlänge von 534 nm. Im
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Probe Zeitkonstante für den
ersten schnellen Prozess [fs]
BR 50-95
D85T1 37
D85T2 30
D85T3 38
D85T4 25
Tabelle 5.1: Übersicht zur Größenordnung des ersten schnellen Prozesses für BR und für
die BR-Mutanten D85T (D85T1, D85T2, D85T3 und D85T4).
Vergleich dazu befand sich im Experiment die Zentralwellenlänge des Anregungsim-
pulses im langwelligeren Spektralbereich bei 570 nm. Am isosbestischen Punkt bei
∼535 nm ist der erste schnelle Prozess in BR durch eine Zeitkonstante von ca. 50 fs
gekennzeichnet.
Bei den Proben der BR-Mutante D85T erscheint ein isosbestischer Punkt bei 542 nm,
der gegenüber BR geringfügig zu längeren Wellenlängen verschoben ist. Für die Ex-
perimente an den Proben der BR-Mutante D85T wurden Anregungsimpulse mit
einer Zentralwellenlänge bei 580 nm verwendet. Hier ist der erste schnelle Prozess
am isosbestischen Punkt bei 542 nm durch eine Zeitkonstante von ca. 35 fs charak-
terisiert.
Die beobachteten Ergebnisse lassen sich in dem folgenden Bild schematisch beschrei-
ben:
Das breite stationäre Absorptionsspektrum von BR deutet auf einen inhomogen ver-
breiterten Übergang hin, der sich aus der Kopplung des elektronischen Übergangs
an niederfrequente Torsionsmoden ergibt. Die Einhüllende des Absorptionsspektrums
setzt sich in diesem Bild aus mehreren schmalbandigeren Absorptionslinien zusam-
men (Abb. 5.8a)). Werden Moleküle mit einem kurzen Laserimpuls angeregt, so
absorbiert ein großer Anteil der Moleküle im Bereich der eingestrahlten Wellenlän-
ge des Laserimpulses und geht optisch in den elektronisch angeregten Zustand. Da
im Grundzustand nun weniger Moleküle vorhanden sind, die bei der eingestrahl-
ten Wellenlänge absorbieren können, entsteht in der Absorptionsbande bzw. in der
Schwingungsverteilung bei dieser Wellenlänge ein spektrales Loch mit einer gewissen
spektralen Breite (rot eingezeichnete Absorption in Abb. 5.8b)). Durch thermische
Fluktuationen (Schwingungsumverteilung) wird der durch das Lochbrennen erzeugte
Nicht-Gleichgewichtszustand wieder ausgeglichen. Dies führt zu einer spektralen Dif-
fusion, wodurch sich wieder die ursprüngliche Form des Absorptionsspektrums (rot
in Abb. 5.8c)) einstellt. Die Amplitude des Absorptionsspektrums jedoch nimmt im
Vergleich zum ursprünglichen Absorptionsspektrum (schwarz in Abb. 5.8c)) ab.
In BR wurde ein breites spektrales Loch bereits in transienten Absorptionsexperi-
menten in einem Spektralbereich zwischen 565 nm und 650 nm beobachtet [103, 181,
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Abbildung 5.8: Spektrales Lochbrennen: a) inhomogen verbreiterte Absorptionsbande
(schwarz), b) Erzeugung eines spektralen Loches (rot), c) Auffüllen des spektralen Loches
durch Umverteilung, die zur Abnahme der gesamten Absorption führt (rot).
340]. Bei diesen Experimenten, die Anregungsimpulse bei einer Zentralwellenlänge
von 620 nm verwendeten, wurde ein spektrales Loch um 620 nm erzeugt, das sich
im Ausbleichen des Grundzustandes äußerte. Das spektrale Loch verbreiterte sich
dynamisch auf der Zeitskala von 150 fs.
Im vorliegenden Experiment erfolgte die Anregung spektral bei kürzeren Wellenlän-
gen (λ<620 nm). Außerdem sollen hier in der Diskussion andere bekannte Phänomene
wie die ESA und der dynamische Stokesshift berücksichtigt werden.
Die hier verwendeten Anregungsimpulse, die mit einer Zentralwellenlänge von 570 nm
für BR (bzw. 580 nm für die BR-Mutanten) und mit einer spektralen Breite von
λ=30 nm charaktisiert sind, erzeugen eine Anregung von BR in den ersten angereg-
ten Zustand S1. Dieser Anregungsprozess ist mit der Bildung des spektralen Loches
verbunden. Direkt nach der Anregung liegt die kurzwellige Abtastwellenlänge von
∼535 nm zunächst außerhalb des eigentlichen Loches, so dass nur die ESA detektiert
werden kann. Die Anregung bewirkt hier im wesentlichen eine Absorptionszunahme
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durch die ESA. Mit der zeitlichen Entwicklung verbreitert sich das Loch dynamisch
und erreicht sehr schnell den Bereich der Abtastwellenlänge bei ∼535 nm, was nun
zu einer Absorptionsabnahme führt.
Die gemessene Zeitkonstante von ∼50 fs gibt ein Maß für die Verbreiterungsgeschwin-
digkeit des Loches an. Auf der langwelligen Seite des Absorptionsmaximums kann
ebenfalls die Dynamik des spektralen Loches auftreten. Jedoch ist hier die ESA we-
sentlich geringer, so dass zunächst nur das (leicht verzögerte) Ausbleichen beobachtet
werden kann. Direkt anschließend findet man hier Effekte, die auf dem dynamischen
Stokesshift beruhen, die der Dynamik des spektralen Loches auch überlagert sein
können.
5.3 Diskussion des dynamischen Stokesshifts in Bezug
auf Modelle zur Primärreaktion
Im folgenden wird der dynamische Stokesshift, der aus den transienten Absorptions-
und Fluoreszenzexperimenten ermittelt wurde, in Bezug auf die unterschiedlichen
etablierten Modelle zur Beschreibung der Primärreaktion von BR diskutiert. Die
sich aus den Modellen ergebenden Hypothesen werden dabei mit den Eigenschaften
des dynamischen Stokesshifts verglichen.
Zur Charakterisierung der Primärreaktion von BR existieren zahlreiche Modelle,
die im Abschnitt des Grundlagenkapitels 2 über Retinalproteine bereits vorgestellt
wurden. Die Modelle unterscheiden sich hinsichtlich der Anzahl der beteiligten Po-
tentialflächen und können in zwei Gruppen klassifiziert werden. In der einen Grup-
pe werden im Modell zwei Potentialflächen verwendet, der elektronische Grundzu-
stand und der elektronisch angeregte Zustand, die ausreichen, um die photoche-
mischen Prozesse der Primärreaktion von BR zu beschreiben. Zu diesen Modellen
zählen die Zwei-Zustandsmodelle mit Überdämpfung, Zwei-Moden und Viel-Moden
[19, 103, 181, 190, 191, 195, 338]. Zur anderen Gruppe gehört als Modell das Drei-
Zustandsmodell, das zusätzlich zu den beiden Potentialflächen noch den zweiten
angeregten Zustand berücksichtigt, der direkt mit dem ersten angeregten Zustand
eine Wechselwirkung eingeht.
Das Drei-Zustandsmodell (Abb. 5.9 d [159, 161]) postuliert die Existenz einer Bar-
riere im angeregten Zustand, die durch die Wechselwirkung des ersten angeregten
Zustandes mit dem zweiten angeregten Zustand entsteht. Die Anregung erfolgt dabei
in eine relativ flache Region des Franck-Condon Bereichs. Die Barriere im angereg-
ten Zustand wird mit einer Zeitkonstante von 500 fs überwunden und es bildet sich
das J-Intermediat, das sich im angeregten Zustand befindet. Da die Franck-Condon
aktive Region im Drei-Zustandsmodell einen relativ flachen Bereich aufweist und
von der reaktiven Region mit ihrer sehr steilen Form durch eine Barriere getrennt
ist, wird in diesem Modell kein dynamischer Stokesshift erwartet. Vielmehr sollte die
stimulierte Emission gleichzeitig bei allen Wellenlängen instantan einsetzen. Insofern
kann die Beobachtung des dynamischen Stokesshifts nicht mit diesem Modell zur
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Abbildung 5.9: Reaktionsmodelle zur Beschreibung der Primärreaktion von BR. a)-c)
Zwei-Zustandsmodelle: a) überdämpfter Fall [103, 181], b) Zwei-Moden Modell [191, 195,
338], c) Viel-Moden Modell [190]. d) Drei-Zustandsmodell [159, 161].
Beschreibung der Primärreaktion von BR in Einklang gebracht werden.
Die Gruppe der Zwei-Zustandsmodelle kann weiter unterteilt werden, je nachdem
wie die Bewegungen auf der angeregten Potentialfläche spezifiziert werden: in ein
inertiales Modell [19] und in ein Modell mit Überdämpfung [103, 181]. Im inertialen
Modell [19] erfolgt der Zerfall des elektronisch angeregten Zustands schneller als die
Schwingungsrelaxation. Im Modell mit Überdämpfung (Abb. 5.9 a [103, 181]) dage-
gen verlässt das im angeregten Zustand generierte Wellenpaket in einem Zeitbereich
von weniger als 200 fs den Franck-Condon Bereich des angeregten Zustandes. Es
erfährt ein repulsives Potential und bewegt sich entlang eines barrierelosen Pfades.
Dieses Modell erfordert einen dynamischen Stokesshift, wenn sich das Wellenpaket
aus der aktiven Franck-Condon Region ins Potentialminimum bewegt. Die zeitliche
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Dauer des dynamischen Stokesshifts entspricht der Bewegung im angeregten Zustand
mit weniger als 200 fs, was mit den hier vorgestellten Ergebnissen gut übereinstimmt.
Als weiteres Zwei-Zustandsmodell wird das Viel-Moden Modell (Abb. 5.9 c [190])
diskutiert. Es umfasst zusätzlich zur niederfrequenten Torsionskoordinate mehrere
hochfrequente Moden, entlang derer die Reaktion abläuft. Dabei wird nacheinander
eine Schwingungskoordinate nach der anderen sukzessive angeregt. Zunächst rela-
xiert die Streckschwingung mit 200 fs, an die sich die Relaxation der HOOP-Moden
anschließt, bevor über eine Torsion die Isomerisierung eingeleitet wird. Wird der K-
Zustand erreicht, ist die Isomerisierungsreaktion nach etwa 3.5 ps abgeschlossen. In
diesem Modell werden keine Annahmen über die Form oder den Verlauf der angereg-
ten Potentialfläche gemacht. Daher kann ein möglicher Stokesshift weder bestätigt
noch ausgeschlossen werden.
Das Zwei-Zustandsmodell mit Zwei-Moden bezieht in seinem Modell neben der nie-
derfrequenten Torsionskoordinate eine hochfrequente Streckschwingungskoordinate
als weitere Reaktionskoordinate mit ein (Abb. 5.9 b [191, 195]). Das Wellenpaket
verlässt den Franck-Condon Bereich des angeregten Zustandes, wobei eine Relaxa-
tion entlang der C-C-Streckschwingung in weniger als 200 fs stattfindet. Das Zwei-
Zustandsmodell mit Zwei-Moden ist ebenfalls in der Lage, das Auftreten des dyna-
mischen Stokesshifts zu erklären. In diesem Modell hängen die Fluoreszenzdynami-
ken zu frühen Verzögerungszeiten von der anfänglichen spektralen Verteilung und
der Zeitskala der Relaxation entlang der Streckschwingungskoordinate ab. Es kön-
nen aber auch Modelle zur Erklärung eines dynamischen Stokesshifts herangezogen
werden, die in der Franck-Condon aktiven Region einen Verzweigungsmechanismus,
der zu verschiedenen molekularen Pfaden führt, beinhalten. Eine solche Verzweigung
setzt allerdings anstatt einer Reaktionskoordinate, der Torsionskoordinate, mehrere
Reaktionskoordinaten voraus [160]. Eine Verzweigung in eine reaktive und eine nicht-
reaktive Schwingungskoordinate könnte beispielsweise einen dynamischen Stokesshift
zur Folge haben. Der dynamische Stokesshift vollzieht sich auf der Zeitskala der Re-
laxation entlang der nichtreaktiven Schwingung. Der Pfad entlang der reaktiven Re-
aktionskoordinate führt zur Isomerisierung.
Jedoch bietet die hier vereinfachte Betrachtung der experimentellen Ergebnisse keine
Möglichkeit, Mechanismen zur Beschreibung der Primärreaktion von BR hinsicht-
lich der bekannten Modelle eindeutig festzulegen. Eine genaue Zuordnung würde
die Durchführung von theoretischen Simulationen für jedes Modell erfordern, um
durch einen Vergleich der Simulationen mit den experimentellen Ergebnissen Aus-
sagen über die beteiligten Mechanismen zu treffen sowie zu entscheiden, welche der
zugrundeliegenden Modelle diese Eigenschaften am besten beinhalten. Theoretische
Berechnungen für Fluoreszenzmessungen besitzen den großen Vorteil, dass sie wesent-
lich leichter realisiert werden können, da für die Berechnungen keine Signalbeiträge
der ESA des angeregten Zustandes mitberücksichtigt werden müssen, wie dies bei
transienten Absorptionsmessungen erforderlich wäre.
88
5.4 Zusammenfassende Bemerkung
5.4 Zusammenfassende Bemerkung
In diesem Kapitel wurden die initialen Bewegungen auf dem angeregten Zustand in
BR mit Hilfe zwei sich ergänzender Spektroskopiemethoden im Femto- und Pikose-
kundenbereich untersucht: die zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie basierend auf
der Kerr-Schalter-Technik und die transiente Absorptionsspektroskopie mit breit-
bandigem Weißlichtkontinuum als Abtastimpuls. Es wurden zeitaufgelöste Fluores-
zenzexperimente an BR in Abhängigkeit von der Anregungsdichte über einen großen
Spektralbereich von 630 nm bis 900 nm durchgeführt. Bei hohen Anregungsdich-
ten treten Änderungen in den zeitaufgelösten Spektren sowie in der Dynamik auf,
die Mehrphotonenprozessen zugewiesen werden können. Diese Mehrphotoneneffek-
te können einige bestehende Diskrepanzen in der Literatur, die die Primärreaktion
von BR betreffen, erklären. Für niedrige Anregungsdichten kann die Fluoreszenzdy-
namik näherungsweise biexponentiell mit den Zeitkonstanten <0.15 ps und 0.45 ps
beschrieben werden. Diese Ergebnisse stimmen sehr gut mit Experimenten in der
Literatur überein. Der primären Kinetik ist ein dynamischer Stokesshift, eine Rot-
verschiebung der Fluoreszenzmaxima in der Zeit, überlagert, der erstmals beobachtet
werden konnte. Die Verschiebung vollzieht sich mit einer charakteristischen Zeit von
<0.15 ps, die auf einen schnellen Umordnungsprozess auf der reaktiven Potentialflä-
che hindeutet.
Ferner wurde der erste schnelle Prozess (<200 fs) mit Hilfe transienter Absorptions-
spektroskopie an BR sowie an den BR-Mutanten D85T im grünen Spektralbereich
untersucht. Dabei wurde BR am isosbestischen Punkt bei 534 nm im Detail analy-
siert, was zu einer genaueren Charakterisierung des ersten Prozesses (<200 fs) führte.
Bei dieser Wellenlänge wurde die Bildung und Auswirkung eines spektralen Loches
beobachtet. Damit ergibt sich dort das folgende Verhalten: Zuerst wird die Absorp-
tion aus dem angeregten Zustand (ESA) sichtbar, die instantan mit der Anregung
auftritt. Das Ausbleichen des Grundzustandes erscheint mit ca. 50 fs verzögert. Dar-
an schließt sich der dynamische Stokesshift an.
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6 Vorbereitung zur Reaktionskontrolle von
BR: Kontrollexperiment an Oxazin
6.1 Allgemeine Beschreibung eines kohärenten
Kontrollexperiments
Eine chemische Reaktion auf der molekularen Skala aktiv zu kontrollieren und so-
mit den Ausgang der Reaktion effizient in die gewünschte Richtung zu lenken, wäre
wünschenswert. Dies würde erlauben, zum einen die spezifische Synthese von chemi-
schen Produkten zu begünstigen und gleichzeitig unerwünschte Nebenprodukte zu
reduzieren. Dabei könnten z. B. chemische Bindungen im Molekül selektiv gebro-
chen bzw. erzeugt werden. Chemische Kontrollgrößen, die in der chemischen Syn-
these zum Einsatz kommen, sind i. a. makroskopische Variable. Dazu gehören die
Temperatur, der Druck oder die Konzentration, die aber keine direkte Zugangsmög-
lichkeit zum quantenmechanischen Reaktionspfad gewähren. Um eine direkte mole-
kulare Zugangsmöglichkeit zu erhalten, kann man die Wechselwirkung des Moleküls
mit einem elektromagnetischen Feld heranziehen. Dies kann mit Hilfe von speziellen
maßgeschneiderten Lichtfeldern realisiert werden. Dadurch kann in die quantenme-
chanische Dynamik des Systems eingriffen werden und somit die Wahrscheinlichkeit
erhöht werden, dass sich das System entlang eines spezifischen Pfades zum gewünsch-
ten Zielzustand entwickelt. Mit dem Konzept der sogenannten modenselektiven Che-
mie kann Schwingungsenergie in eine chemische Bindung oder in eine Bewegung ent-
lang einer Reaktionskoordinate positioniert werden. Im einfachsten Bild sollte dabei
ein resonant eingestrahlter Laserimpuls, dessen Frequenz der charakteristischen loka-
len Schwingungsfrequenz des Moleküls entspricht, zu großen Schwingungsamplituden
führen. Diese sollten schließlich die korrespondierende Bindung zum Brechen brin-
gen. Im allgemeinen führt die Kopplung zwischen den verschiedenen Freiheitsgraden
im Molekül jedoch zur schnellen intramolekularen Umverteilung der Schwingungs-
energie, so dass die Selektivität des Prozesses reduziert wird oder gänzlich verloren
geht.
Quantenmechanisch kann der Kontrollprozess folgendermaßen einfach beschrieben
werden: Ein molekularer Zustand kann auf zwei verschiedenen Pfaden zum Endzu-
stand gelangen. Die Zustände entlang beider Pfade werden durch zwei Wellenfunk-
tionen |Ψ1〉 und |Ψ2〉 charakterisiert. Um die Wahrscheinlichkeit zu bestimmen, dass
sich das Molekül im Endzustand befindet, muss das Quadrat der Gesamtwellenfunk-
tion |Ψ〉 des Moleküls berechnet werden, die sich aus der Summe der beiden einzelnen
Wellenfunktionen |Ψ1〉 und |Ψ2〉 zusammensetzt. Die Wahrscheinlichkeit |Ψ|
2 enthält
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einen Mischterm, der die Phase zwischen den beiden Wellenfunktionen |Ψ1〉 und |Ψ2〉
beinhaltet. Folglich kann die Übergangswahrscheinlichkeit, entlang welchen Weges
die Reaktion abläuft, durch die Änderung der relativen Phasen zwischen den beiden
Wegen kontrolliert werden. Wird ein Kontrollexperiment durchgeführt, ändert sich
der ursprüngliche Hamiltonoperator des Systems H(t) sowie die Schrödingergleichung
zur Beschreibung der Bewegung i~ ∂
∂t |Ψ(t)〉 = H|Ψ(t)〉. Der neue Hamiltonoperator
H′(t) = H(t) + V(t) enthält auch die Wechselwirkung des optischen Feldes mit dem
elektrischen Dipoloperator V(t) und führt das System zum neuen Zustand |Ψ′(t)〉.
Ohne Kontrolle erreicht das System nicht unbedingt den gewünschten Zielzustand
für die spezifische Observable O mit dem Erwartungswert 〈Ψ(t)|O|Ψ(t)〉. Das Ziel der
Kontrolle besteht darin, den neuen Erwartungswert 〈Ψ′(t)|O|Ψ′(t)〉 für die Observable
O innerhalb einer bestimmten Zeitdauer zum gewünschten Zielzustand zu dirigieren.
Um das optimale elektromagnetische Feld für das System zu bestimmen, benötigt
man eine genaue Kenntnis des Hamiltonians, der aber für die meisten realistischen
Systeme nicht bekannt ist. Zudem übersteigt hier die Berechnung des optimalen elek-
tromagnetischen Feldes aus der Lösung der Schrödingergleichung momentan noch die
Kapazitäten der Computer, so dass dieser Lösungsansatz zur Kontrolle nur für kleine
Modellsysteme angewandt werden kann.
Experimentell lassen sich Kontrollschemata anwenden, sogenannte
”
kohärente Kon-
trollexperimente“, deren Konzepte auf der kohärenten Natur der Laserstrahlung be-
ruhen. Insgesamt werden drei verschiedene Kontrollschemata unterschieden, für die
es in der Literatur zahlreiche Beispiele der experimentellen Anwendung gibt.
Brumer und Shapiro Das Schema von Brumer und Shapiro [341–348] nützt Interfe-
renzeffekte in der Zeit- und Frequenzdomäne aus. Laserimpulse, deren Phase variabel
angepasst werden kann, regen Wellenpakete entlang verschiedener optischer Pfade an.
Diese Pfade münden in den gleichen angeregten Zustand, aus dem die unterschied-
lichen Produktpfade gebildet werden können. Dieser angeregte Zustand setzt sich aus
einer kohärenten Superposition bzw. Interferenz von mindestens zwei Anregungspfa-
den zusammen, deren Superposition vom optischen Pfad und von der Anzahl der
am Anregungsprozess beteiligten Photonen abhängt. Je nach der relativen Phase
zwischen den Laserimpulsen können Pfade konstruktiv interferieren, so dass der ge-
wünschte Produktkanal favorisiert wird. Gleichzeitig können andere Pfade destruktiv
interferieren, um Beiträge von unerwünschten Nebenprodukten zu minimieren. Auf
diese Art kann ein Wellenpaket durch komplexe mehrdimensionale Potentialflächen
zum Zielzustand gesteuert werden. Sowohl die absolute Produktquantenausbeute als
auch das Verhältnis von Besetzungszahlen der Zustände können dadurch moduliert
und kontrolliert werden. Wenn das zu untersuchende System jedoch komplexer wird,
ist es schwierig, die richtigen Parameter einfach abzuschätzen.
Tannor und Rice Ein alternatives Kontrollschema wurde von Tannor und Rice
[349–352] vorgeschlagen, die sogenannte
”
Pump-Dump-Technik“. Dieses Schema ver-
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wendet zwei kurze Laserimpulse zur Manipulation der quantenmechanischen Wel-
lenpakete, wobei die Laserimpulse zeitlich kürzer als die interne Energieumvertei-
lung und die kohärenten Zerfallskonstanten im Molekül sind. Der erste Laserimpuls
(Pumpimpuls) erzeugt ein vibronisches Wellenpaket aus einer kohärenten Superposi-
tion von Schwingungszuständen auf der angeregten Potentialfläche. Das Wellenpaket
entwickelt sich in der Zeit ohne Einfluss von außen entsprechend der Form der Po-
tentialfläche. Nach einem geeigneten Zeitintervall, wenn das Wellenpaket einen Ort
auf der Potentialfläche erreicht, der bevorzugt mit dem gewünschten Produktzu-
stand assoziiert wird, wird ein zweiter Laserimpuls (Dumpimpuls) eingestrahlt, der
die Population in den Grundzustand des gewünschten Produktkanals transferiert.
Als Optimierungsparameter stehen allerdings nur die Phasendifferenz und der zeitli-
che Intervallabstand zwischen Pump- und Dumpimpuls zur Verfügung. Daher stehen
für die Anwendung bei komplexeren Systemen zu wenig variierbare Parameter zur
Verfügung.
Rabitz et al. Ein allgemeinerer Ansatz wurde von Rabitz et al. [353–358] postuliert,
der es ermöglicht, kohärente Kontrolle auch an komplexeren Systemen durchzufüh-
ren. Das Experiment besteht aus der Kombination eines Femtosekunden-Lasersys-
tems und eines computergesteuerten Impulsformers, der spezielle maßgeschneiderte
elektromagnetische Felder zur Anregung des Systems erzeugen kann. Als Kontrollpa-
rameter für die maßgeschneiderten Impulse stehen zahlreiche Variable zur Verfügung,
wie z. B. die Amplituden und die Phasen jeder einzelnen spektralen Komponente im
optischen Kontrollfeld. Im open-loop-Verfahren wird zunächst ein beliebiges Kon-
trollfeld als Testfunktion auf das quantenmechanische System eingestrahlt, das pho-
tophysikalische oder photochemische Prozesse in Gang setzt. Die Entwicklung des
Systems wird beobachtet und die Antwort des Systems, die beispielsweise aus der
Quantenausbeute eines Photoprodukts oder ähnlichem bestehen kann, mit Hilfe ei-
nes geeigneten Sensors detektiert. Dann wird das Kontrollfeld modifiziert, um noch
bestehende Abweichungen vom gewünschten Zielzustand zu minimieren, und wieder-
um die Antwort des Systems aufgenommen. Durch Wiederholung dieses Prozederes
kann ein optimiertes Kontrollfeld gefunden werden.
Eine andere Möglichkeit zur Bestimmung des optimalen Kontrollfeldes bietet das so-
genannte closed-loop-Verfahren, das die experimentelle Systemantwort unter Ver-
wendung eines Suchalgorithmus direkt in Form einer Rückkopplungsschleife in die
nächste Modifikation des Kontrollfeldes einfließen lässt. Der Algorithmus probiert
eine große Anzahl von Testkontrollfeldern am quantenmechanischen System aus und
evaluiert, wie gut der jeweilige Kontrollimpuls in der Lage ist, das System zum ge-
wünschten Zielzustand zu führen. Aus der Information der experimentellen Antwort-
bzw. Rückkopplungssignale des Systems werden neue modifizierte und verbesserte
Testkontrollfelder bestimmt, die wiederum am System ausprobiert werden und er-
neut evaluiert werden. Diese Schleife wird solange iterativ durchlaufen, wobei eine
ständige Anpassung des Kontrollfeldes erfolgt, bis sich das System möglichst nah
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am Zielzustand befindet. Mit dieser Methode kann das System selbst das optimale
Kontrollfeld finden, ohne dass irgendwelche a priori Informationen über molekulare
Potentialflächen oder den Reaktionsmechanismus erforderlich sind. Das quantenme-
chanische System löst eigenständig ohne weitere Näherungen die Schrödingerglei-
chung des Systems.
Als Suchalgorithmen stehen zwei verschiedene Konzepte zur Verfügung, genetische
Algorithmen und evolutionäre Strategien [359]. Dabei werden zuerst alle Individuen
(initiale Laserimpulsformen) einer Generation am System (Molekül) getestet. Nur
diejenigen Individuen haben eine größere Chance zu überleben, die besser als ihre
Konkurrenten an ihre Umgebung angepasst sind, d. h. die eher das Kontrollziel er-
reichen. Dies führt zu einer natürlichen Selektion. Für die Reproduktion werden die
Besten ausgewählt, deren genetisches Material (Einstellungsparameter am Impuls-
former) durch Crossing-over oder Mutation neu kombiniert wird. Die Nachkommen-
schaft weist eine bessere Anpassung an ihre Umgebung auf. Durch Wiederholung
dieser Prozedur über mehrere Generationen erhöht sich die gemittelte Fitness, bis
der Algorithmus konvergiert und das Optimierungsziel erreicht ist.
Allerdings ergeben sich bereits für sehr kleine Molekülsysteme derart komplexe La-
serfelder im Optimierungsprozess, dass sie nicht mehr adäquat interpretiert werden
können, um Rückschlüsse auf das Molekül zu ziehen. Daher wählt man einfachere
Impulsformen zur Optimierung, indem man Impulszüge mit variablem Zeitabstand
oder linear gechirpte Impulse verwendet. Der lineare Chirp in einem Impuls gibt die
lineare Abhängigkeit der Frequenz als Funktion der Zeit an.
Im folgenden wird ein kohärentes Kontrollexperiment am Laserfarbstoff Oxazin 1
dargestellt, wobei der lineare Chirp im Anregungsimpuls mit Hilfe eines Impuls-
formers variiert wurde und dessen Einfluss auf die Wellenpaketsbewegungen unter-
sucht wurde. Dabei konnte ein optimaler Chirpparameter von -0.75 ± 0.2 fs/nm be-
stimmt werden, mit dem effizient Wellenpakete im Grundzustand generiert werden,
so dass mittels kohärenter Kontrolle ein definierter Zielzustand mit einem optimier-
ten Wellenpaket erreicht werden konnte.
6.2 Oxazin 1
Um den experimentellen Ansatz der kohärenten Kontrolle zuerst an einem einfachen
Modell zu verifizieren, wurden erste Messungen am Modellsystem Oxazin 1 in Metha-
nol durchgeführt. Die probentechnische Handhabung und insbesondere die wesentlich
geringere Komplexität der Signalbeiträge erleichtern die Realisierung der Messungen
und favorisieren Oxazin. Dabei wurde der lineare Chirp im Anregungsimpuls mit
Hilfe eines Impulsformers variiert und der Einfluss des linearen Chirps auf die Wel-
lenpaketsbewegungen untersucht.
Das Molekül Oxazin 1 (3-Diethylamino-7-diethyliminophenoxazonium Perchlorat)
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Oxazine 1 _________________
■ Constitution:
3-Diethylamino-7-diethyliminophenoxazonium Perchlorate
Oxazine 725
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20
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N
(H N5C2 HN(C 52 ) 2) 2
■ Characteristics:
Lambdachrome® number: .........................7250
CAS registry number: ...............................24796-94-9
Appearance: .............................................. green, crystalline solid
Absorption maximum (in ethanol): .......... 646 nm
Molar absorptivity: .................................. 13.0 x 104 L mol-1 cm-1
Fluorescence maximum (in ethanol): ....... 670 nm
For research and development purposes only.
■ Lasing Performance:
Efficient laser dye for pulsed and CW operation; tunable around 670 nm.
Pump Dye Laser Characteristics
Source Wavelength Peak Range Effic. Conc. Solvent Ref.
[nm] [nm] [nm] [%] [g/l]
XeCl-Excimer 308 734 692 - 768 6 0.85 Ethanol 1, 2, 3
Nitrogen 337 730 692 - 751 - 1.96 Ethanol 4
Nd:YAG, 2nd 532 695 - 18 0.07 Methanol 5, 6
Flashlamp - 720 700 - 740 - - Methanol 7
CW, Kr+ red 720 695 - 800 - 1.20 Eg. 8
■ References:
1. H. Telle, W. Hüffer, D. Basting,  Opt. Commun.  38(5,6), 403 (1981)
2. V. S. Antonov, K. L. Hohla,  Appl. Phys.  B32, 9 (1983)
3. F. Bos,  Appl. Optics  20(20), 3553 (1981)
4. B. M. Pierce, R. R. Birge,  IEEE J. Quantum Electr.  QE-18(7), 1164 (1982)
5. F. Bos,  Appl. Optics  20(10), 1886 (1981)
6. C. A. Moore, C. D. Decker,  J. Appl. Phys.  49(1), 47 (1978)
7. J. B. Marling et al.,  Appl. Optics  13(10), 2317 (1974)
8. Coherent,  CW Dye Laser Fact Sheets
Abbildung 6.1: Chemische Strukturformel von Oxazin 1 in dissoziierter Form mit Per-
chlorat
wurde für Farbstofflaser in einem Wellenlängenbereich zwischen 690 nm und 780 nm
verwendet. Die chemische Struktur ist in Abb. 6.1 dargestellt: Das Molekül besteht
aus zwei Benzolringen, die über eine Etherverbindung und eine Aminoverbindung
verknüpft sind, über die sich ein delokalisiertes π-Elektronensystem ausbildet. An
den Enden ist jeweils ein Aminoethylrest gebunden. Oxazin erweist sich u. a. als
ein interessantes Molekül, da es einen sehr schnellen intermolekularen Elektronen-
transfer mit einer Zeitkonstante von 20 fs bis 80 fs durchführt [306, 360–363], wenn
ein geeigneter Elektronendonor im direkten Kontakt vorhanden ist. In Methanol al-
lerdings findet kein ultraschneller Elektronentransfer statt. In diesem Fall relaxiert
Oxazin aus dem angeregten Zustand durch Fluoreszenz und nichtstrahlende Prozes-
se in den elektronischen Grundzustand. Die Fluoreszenz zerfällt innerhalb von etwa
einer Nanosekunde mit einer Quantenausbeute von 11 % [364].
Im Molekül treten als dominante Schwingungen Moden bei 560 cm−1 und 609 cm−1
auf. Diese beiden Ringmoden können einer N-O-Biegeschwingung bei 560 cm−1 und
einer O-Biegeschwingung bei 609 cm−1 zugeordn t werden [306]. Da inzwischen Laser-
impulse von einigen 10 fs zur Verfügung stehen, besteht die Möglichkeit molekulare
Schwingungen bis zu 2000 cm−1 in Echtzeit mit Hilfe von transienter Absorptions-
spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich zu beobachten. In Oxazin können Os-
zillationen in Form von Wellenpaketsbewegungen mit einer Dephasierung von Piko-
sekunden detektiert werden.
In Abb. 6.2 a) sind das stationäre Absorptions- und Emissionsspektrum von Oxa-
zin dargestellt. Die Absorption erstreckt sich von 520 nm bis 690 nm mit einem
Maximum bei 643 nm. Die Emission liegt mit einem Stokesshift von ca. 30 nm rot-
verschoben zur Absorption. Dementsprechend wurden die Spektren von Anregungs-
und Abtastimpulsen für das kohärente Kontrollexperiment gewählt (Abb. 6.2 b)):
der Anregungsimpuls wies eine zeitliche Dauer von 13 fs bei einer Zentralwellenlän-
ge von 570 nm auf und der Abtastimpuls war auf 15 fs bei einer Wellenlänge von
650 nm komprimiert. Das transiente Absorptionssignal wurde als Funktion des line-
aren Chirps im Anregungsimpuls aufgenommen. Dabei wurde der lineare Chirp mit
Hilfe eines Impulsformers in einem Bereich von -2 fs/nm bis 1 fs/nm variiert ohne
Veränderungen an höheren Chirpordnungen vorzunehmen. Somit konnte eindeutig
der Einfluss des linearen Chirps auf die Oszillationen im Molekül untersucht werden.
Das Ziel des kohärenten Kontrollexperiments bestand in der Optimierung der Wel-
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Abbildung 6.2: a) Stationäres Absorptions- und Emissionsspektrum von Oxazin 1.
b) Spektren vom Anregungsimpuls mit einer Impulsdauer von 13 fs bei 570 nm und Ab-
tastimpuls mit einer Impulsdauer von 15 fs bei 650 nm.
lenpaketsbewegungen im Grundzustand durch Variation des linearen Chirps.
Die Erzeugung eines Wellenpakets im elektronischen Grundzustand kann durch einen
impulsiven resonanten Ramanprozess beschrieben werden. Zunächst bewirkt die Wech-
selwirkung des Anregungsimpulses mit dem Molekül eine kohärente Polarisation vom
angeregten Zustand und dem Grundzustand und transferiert die Wellenfunktion des
Grundzustands in den angeregten Zustand. Das dort generierte Wellenpaket bewegt
sich nach der Hamiltonfunktion auf der Potentialfläche, bis eine zweite Wechsel-
wirkung, die durch zeitlich getrennte Spektralanteile des gleichen Anregungsimpul-
ses zustandekommt, das Wellenpaket in den elektronischen Grundzustand projiziert.
Damit wird der Grundzustand mit einem nun phasenverschobenen Wellenpaket be-
völkert. Der Erzeugungsprozess des Grundzustandswellenpakets hängt vom Chirp
im Anregungsimpuls ab. Im folgenden wird darauf eingegangen, welchen Einfluss
der lineare Chirp im Anregungsimpuls auf die Generierung eines Grundzustandswel-
lenpakets ausübt.
Das Wellenpaket propagiert zwischen den beiden Wechselwirkungen, die während
der zeitlichen Dauer des Anregungsimpulses stattfinden, im angeregten Zustand. Das
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Zeitintervall zwischen den beiden Wechselwirkungen bestimmt die Energie für den
Übergang. Die zweite Wechselwirkung und damit die Projektion in den Grundzu-
stand kann verstärkt werden, indem ein negativ gechirpter Anregungsimpuls (blaue
Wellenlängen erscheinen vor roten Wellenlängen) verwendet wird. Der Energieab-
stand zwischen dem angeregten Zustand und dem Grundzustand verringert sich, so
dass bei einem negativ gechirpten Anregungsimpuls die passende Wellenlänge zum
richtigen Zeitpunkt für den Übergang angeboten wird. Im Grundzustand findet ei-
ne kohärente Überlagerung der Wellenfunktionen der einzelnen Schwingungsniveaus
statt, die zu einem Wellenpaket mit großer Amplitude führt. Damit sollte ein nega-
tiv gechirpter Anregungsimpuls die Generierung eines Grundzustandswellenpakets
begünstigen.
6.3 Ergebnisse und Diskussion
Abbildung 6.3: Dreidimensionale Darstellung des transienten Absorptionssignals von Oxa-
zin 1 als Funktion der Abtastwellenlänge von 600 nm bis 690 nm und der Verzögerungszeit
von -0.1 ps bis 2.1 ps. Auf dem transienten Absorptionssignal sind deutliche Oszillationen
mit einer Periode von ca. 60 fs zu sehen.
Eine typische Messung des transienten Absorptionssignals ist in Abb. 6.3 dargestellt.
Die Absorptionsänderung ist in Abhängigkeit der Abtastwellenlänge und der Verzö-
gerungszeit aufgetragen. Am Zeitnullpunkt erfolgt in der transienten Absorption ein
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Abbildung 6.4: Der Betrag der komplexen Fourieramplitude ist gegen die Abtastwellen-
länge und die Schwingungsfrequenz aufgetragen. Es lassen sich zwei dominante Moden
identifizieren, die um 560 cm−1 und 609 cm−1 lokalisiert sind.
negatives Absorptionssignal (Ausbleichen des Grundzustandes) über den gesamten
Bereich der Abtastwellenlängen mit einem Maximum bei ca. 645 nm. Das spektral
integrierte Ausbleichen zeigt keine Zerfallskinetik und bleibt über den dargestellten
Bereich von 0 ps bis 2.1 ps konstant. Auf dem Signal erscheinen Oszillationen durch
angeregte Schwingungsmoden mit einer Periode von etwa 60 fs. Dazu wurde für je-
den Parameter Φ des linearen Chirps1 im Anregungsimpuls ein solches transientes
Absorptionssignal aufgenommen. Die Oszillationen auf dem transienten Signal konn-
ten für unterschiedliche Anregungsimpulse mit linearem Chirp beobachtet werden,
deren Chirpparameter Φ sich im Bereich zwischen -1.2 fs/nm und 0.2 fs/nm befand.
Zur quantitativen Analyse der beteiligten Schwingungsmoden wurde das Messsignal
fouriertransformiert und das Fourierspektrum für jeden Chirpparameter Φ bestimmt.
Das genauere Verfahren zur Berechnung des Fourierspektrums kann im Abschnitt 3.6
der Datenauswertung oder in [323, 365, 366] nachgelesen werden. Das Fourierspek-
trum, das zum transienten Absorptionssignal in Abb. 6.3 gehört, ist in Abb. 6.4
dargestellt.
Der Einfluss des linearen Chirps kann qualitativ direkt in der transienten Absorp-
tionsmessung beobachtet werden. In Abb. 6.5 wird das transiente Absorptionssignal
bei einer Abtastwellenlänge von 637 nm für zwei Werte des Chirpparameters Φ,
Φ =+0.5 fs/nm und Φ =-0.5 fs/nm, verglichen. Es ist deutlich erkennbar, dass ein
negativer Chirp im Anregungsimpuls zu einer größeren Amplitude der Oszillationen
im Signal führt. Diese Beobachtung stimmt auch mit den vorherigen Überlegungen
zur Erzeugung eines Grundzustandswellenpakets mit gechirpten Anregungsimpulsen
1Definition des linearen Chirps: Der lineare Chirp in einem Impuls gibt die lineare Abhängigkeit
der Frequenz als Funktion der Zeit an.
98
6.3 Ergebnisse und Diskussion
Abbildung 6.5: Das transiente Absorptionssignal ist bei einer Abtastwellenlänge von
637 nm für jeweils zwei verschiedene Chirpeinstellungen, einen positiven Chirp von
+0.5 fs/nm und einen negativen Chirp von -0.5 fs/nm, dargestellt. Die Oszillationen für
den positiven Chirp sind deutlich reduziert, während für den negativen Chirp das Optimum
gefunden wurde.
überein. Ein positiver Chirp dagegen reduziert die Oszillationen.
Genauer lässt sich diese Beobachtung in den Fourieramplituden quantifizieren. Die
Fourieramplituden der stärksten Mode 560 cm−1 sind für die Abtastwellenlängen
637 nm, 631 nm und 624 nm in Abhängigkeit des linearen Chirpparameters Φ in
Abb. 6.6 abgebildet. Die Fourieramplitude dieser Mode weist eine gaussförmige Ab-
hängigkeit vom linearen Chirpparameter mit einem leicht asymmetrischen Verhalten
auf. Durch eine Anpassung der Messpunkte mit einer Gaussfunktion kann als opti-
maler linearer Chirpparameter ein Wert von -0.36 ± 0.1 fs/nm ermittelt werden, der
die Erzeugung von Grundzustandswellenpaketen optimieren kann. Die Abhängigkeit
der Mode 609 cm−1 vom linearen Chirpparameter ist in Abb. 6.7 dargestellt, wo-
bei die schwarzen Quadrate die Fourierdaten direkt aus der Messung repräsentieren.
Diese Mode zeigt ebenfalls ein asymmetrisches Verhalten, das sich folgendermaßen
erklären lässt:
Höhere Ordnungen von Chirp können für dieses asymmetrische Verhalten nicht ver-
antwortlich sein, da durch den experimentellen Aufbau mit einem Impulsformer nur
die quadratische Phase manipuliert wurde. Ferner können höhere Ordnungen von
Chirp eindeutig durch die Autokorrelations- und Kreuzkorrelationsmessungen für je-
den Chirpparameter Φ ausgeschlossen werden (siehe Kapitel 3).
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Abbildung 6.6: Für die dominante Mode 560 cm−1 ist die Fourieramplitude für die ver-
schiedenen Abtastwellenlängen 637 nm, 631 nm und 624 nm in Abhängigkeit vom linearen
Chirpparameter dargestellt. Eine Anpassung der Messpunkte mit einer Gaussfunktion er-
möglicht es, einen Wert zur Abschätzung des optimalen Chirpparameter zu bestimmen:
-0.36 fs/nm.
Die Variation des linearen Chirps übt auf die Amplitude einer Schwingungsmode
im Fourierspektrum einen Einfluss aus, der von zwei wichtigen Aspekten abhängt.
Einerseits verursacht ein Chirp im Anregungsimpuls eine zeitliche Verbreiterung die-
ses Impulses, so dass auch die Kreuzkorrelationsbreite, die die zeitliche Auflösung
des transienten Absorptionsexperiments bestimmt, zunimmt. Durch die geringere
Zeitauflösung können die Schwingungsmoden nicht mehr so gut aufgelöst werden,
was eine Abnahme der Fourieramplitude dieser Mode zur Folge hat. Andererseits
kann, wie oben gezeigt wurde, ein negativer Chirp im Anregungsimpuls die Wellen-
paketsbewegung optimieren und damit zu einer größeren Fourieramplitude der Mode
führen. Diese beiden Effekte konkurrieren miteinander, so dass der experimentell ge-
fundene optimale Chirpparameter Φ von -0.36 fs/nm denjenigen Wert angibt, der
sich aufgrund von optimierter Wellenpaketserzeugung und reduzierter Zeitauflösung
ergibt.
Um allerdings den Chirpparameter Φ zu bestimmen, der nur für die Optimierung
der Wellenpaketsbewegung verantwortlich ist, muss das Fourierspektrum bezüglich
der reduzierten Zeitauflösung korrigiert werden.
Für die Korrektur wurden die Berechnungen in [367] herangezogen, die den quantita-
tiven Einfluss von gechirpten Anregungs- und Abtastimpulsen auf das transiente Ab-
sorptionssignal berücksichtigen. Die Signaländerung des Systems wurde dabei über
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die nichtlineare Polarisation dritter Ordnung berechnet. Die Dämpfung der Schwin-
gungsmode ist durch die Parameter des Anregungsimpulses bestimmt. Eine genauere
Beschreibung der Methode zur Korrektur des linearen Chirpparameters findet sich
in [366]. Anhand dieser Berechnung wurden der Effekt der Zeitauflösung in den ge-
messenen chirpabhängigen Daten (Abb. 6.6) sowie die Daten (Abb. 6.7 Messpunkte
mit schwarzen Quadraten) als Funktion des Chirps korrigiert. Die korrigierten Daten
sind in Abb. 6.7 mit offenen Kreisen veranschaulicht, wobei die Fourieramplitude in
Abhängigkeit vom Chirp für die Mode 560 cm−1 (oben) und 609 cm−1 (unten) dar-
gestellt ist. Sie geben den Einfluss des linearen Chirps im Anregungsimpuls auf die
Optimierung eines Grundzustandswellenpakets an.
Ohne Korrektur zeigen beide Moden ein asymmetrisches Verhalten in Abhängigkeit
Abbildung 6.7: Die beiden Fourieramplituden der beiden Moden 560 cm−1 (oben) und
609 cm−1 (unten) sind in Abhängigkeit des Chirpparameters aufgetragen. Die schwarzen
Quadrate zeigen die Fourieramplitude direkt von der Fouriertransformation der Messdaten,
während die offenen Kreise die Daten visualisieren, die bezüglich der reduzierten zeitlichen
Auflösung korrigiert wurden. Für beide Moden ergibt sich als optimaler Chirpparameter
ein Wert von -0.75 ± 0.2 fs/nm, um ein Wellenpaket im Grundzustand zu erzeugen.
vom linearen Chirpparameter im Anregungsimpuls (schwarze Quadrate in Abb. 6.7),
wobei sich jeweils ein optimaler Chirpparameter von -0.36 fs/nm ergibt. Die Kor-
rektur der beiden Moden hinsichtlich der Zeitauflösung liefert als optimalen Chirp-
parameter Φcorr einen Wert von etwa -0.75 ± 0.2 fs/nm. Ein Anregungsimpuls mit
diesem negativen linearen Chirp (Φcorr=-0.75 ± 0.2 fs/nm) kann Oszillationen, d.
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h. Grundzustandswellenpakete, noch intensiver erzeugen als ein transformlimitierter
Anregungsimpuls.
Dieser negative Chirpparameter unterstützt die Zuordnung der Moden als Grund-
zustandswellenpakete. Bisher waren Wellenpaketsbewegungen im Grundzustand von
Oxazin 1 nur in einem Spektralbereich zwischen 625 nm und 660 nm nachgewiesen
worden [360, 363]. In anderen Spektralbereichen konnte bis jetzt noch keine eindeuti-
ge Zuordnung der Oszillationen getroffen werden. Die hier beobachteten Oszillationen
zeigen zum ersten Mal, dass Wellenpaketsbewegungen im Grundzustand auch in ei-
nem wesentlich größeren Spektralbereich (600 nm bis 700 nm) auftreten.
Der experimentell bestimmte lineare Chirpparameter Φcorr=-0.75 ± 0.2 fs/nm stellt
denjenigen Chirpparameter dar, der zu einer Optimierung der Wellenpaketsbewe-
gung im Grundzustand führt. Dieser experimentell gewonnene Wert für den Chirp-
parameter Φ soll nun unabhängig überprüft werden, indem eine Abschätzung, basie-
rend auf einem vereinfachten Modell, vorgenommen wird.
Das Modell besteht aus zwei Potentialflächen, dem Grundzustand (GS in Abb. 6.8)
und dem ersten angeregten Zustand (ES in Abb. 6.8) mit ihren jeweiligen Schwin-
gungsniveaus. Zunächst findet eine Anregung aus dem Grundzustand (GS) in den
angeregten Zustand (ES) statt (der Übergang ist durch den Pfeil ➀ in Abb. 6.8)
gekennzeichnet), in dem ein Wellenpaket erzeugt wird. Damit sich das Wellenpaket
Abbildung 6.8: Schema für die Erzeugung eines Grundzustandswellenpakets.
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gut in den Grundzustand transferieren lässt, müssen sich die beiden Wellenfunk-
tionen des angeregten Zustands und des Grundzustands optimal überlappen. Das
Minimum der S1-Potentialfläche wird nach einem Viertel der Schwingungsperiode
erreicht (Übergang ➁ in Abb. 6.8). Demnach sollte die Übergangsfrequenz der zwei-
ten Wechselwirkung rotverschoben in der Frequenz sein. Betrachtet man die Mode
560 cm−1, die einer Schwingungsperiode von 60 fs entspricht, so erreicht das Wel-
lenpaket im angeregten Zustand nach 15 fs das Potentialminimum. Die notwendige
Wellenlängenverschiebung ergibt sich näherungsweise aus der Differenz des 0-0 Über-
gangs bei 642 nm (Übergang ➀ in Abb. 6.8) und des 0-1 Übergangs (Übergang ➂ in
Abb. 6.8), der eine Blauverschiebung um 560 cm−1 bei 620 nm erfährt. Aus diesen
beiden Werten lässt sich der resultierende optimale negative Chirpparameter Φest
bestimmen, der einen Wert von 15 fs/22 nm = -0.68 fs/nm annimmt. Vergleicht
man diesen geschätzten Wert Φest mit dem korrigierten optimalen Chirpparameter
Φcorr=-0.75 fs/nm, so zeigt sich eine sehr gute Übereinstimmung der beiden Wer-
te. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das beobachtete Wellenpaket eindeutig
aus dem Grundzustand stammt und vorzugsweise über einen impulsiv resonanten
Ramanprozess erzeugt wird.
6.4 Zusammenfassende Bemerkung
In diesem Kapitel wurden erste kohärente Kontrollexperimente durchgeführt, die als
Vorbereitung zur Reaktionskontrolle von Bakteriorhodopsin dienen. Hier wurde ein
solches Experiment zum ersten Mal an Oxazin 1 beschrieben, in dem als Kontrollziel
die Optimierung von Grundzustandswellenpaketen mit Hilfe linear gechirpter Anre-
gungsimpulse gewählt wurde.
Die experimentelle Durchführung wurde mit Hilfe von Pump-Probe-Spektroskopie in
transienter Absorption realisiert, an die hohe Anforderungen bezüglich der Zeitauf-
lösung gestellt waren, um die Oszillationen aufzulösen. In den hier präsentierten
Experimenten wurde eine sehr gute Zeitauflösung von 25 fs erreicht. Die Variation
des Chirps erfolgte erstmals mit Hilfe eines Impulsformers, der eine gezielte Manipu-
lation der Anregungsimpulse ermöglichte. Die Einstellung des linearen Chirps konnte
dadurch ohne Veränderung höherer Chirpordnungen, wie dies bei Verwendung von
Prismenkompressoren auftritt [368, 369], gewährleistet werden. Somit konnte zum
ersten Mal eindeutig nur der Einfluss des linearen Chirps auf die Oszillationen im
Molekül untersucht werden.
In diesem Experiment gelang es zum ersten Mal, einen optimalen Chirpparameter Φ
von -0.75 ± 0.2 fs/nm zu bestimmen, mit dem effizient Wellenpakete im Grund-
zustand generiert wurden. Dieser experimentelle Wert für den optimalen Chirp-
parameter Φ konnte auch durch theoretische Überlegungen bestätigt werden.
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7 Zusammenfassung
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die photochemische Primärreaktion des
Retinalchromophors in bakteriellen Retinalproteinen untersucht. Mit Hilfe der Ul-
trakurzzeitspektroskopie im sichtbaren Spektralbereich, in Form von Absorptions-
und Fluoreszenzspektroskopie, konnte diese im Femto- und Pikosekundenbereich ab-
laufende Reaktion im Detail analysiert werden.
Das Archaeon Halobacterium salinarum enthält u. a. die beiden Retinalproteine Bak-
teriorhodopsin (BR) und Halorhodopsin (HR). Obwohl BR und HR über eine sehr
ähnliche Struktur verfügen, unterscheiden sie sich sowohl in ihrer Primärreaktion als
auch in ihrer biologischen Funktion als lichtgetriebene Protonen- bzw. Chloridionen-
pumpe. Der wichtigste strukturelle Unterschied ist durch das Gegenion zum Retinal
an der Position 85 gekennzeichnet (Aspartat (D) in BR).
Daher wurden zeitaufgelöste Absorptionsexperimente an BR (Gegenion, Aspartat
(D)) und HR (fehlendes Gegenion, Threonin (T)) durchgeführt, um den Einfluss der
Proteinumgebung auf die Primärreaktion zu bestimmen.
Um die Primärreaktion von BR und HR unter identischen nativen Bedingungen mit-
einander vergleichen zu können, war es notwendig, die Primärreaktion von HR unter
nativen physiologischen Bedingungen zu charakterisieren, was in den hier vorgestell-
ten Messungen zum ersten Mal durchgeführt wurde.
Die Verwendung der BR-Mutante D85T erlaubt es durch Änderung des pH-Werts
und der Salzkonzentration gezielt die Ladung an der Position 85, die sich in der
Nähe der Schiffschen Base des Retinals befindet, zu variieren. In dieser Arbeit wur-
de erstmals die Primärreaktion der BR-Mutante D85T charakterisiert, wobei die
Primärreaktion bei verschiedenen pH-Werten und Salzkonzentrationen spektrosko-
piert wurde. Damit wurde der letzte fehlende noch nicht untersuchte Zeitbereich im
Photozyklus (unter einer Nanosekunde) aufgeklärt, so dass der Photozyklus der BR-
Mutante D85T nun vollständig bekannt ist.
Der Einfluss der Proteinumgebung auf die Primärreaktion im Femto- und Pikose-
kundenbereich ist folgendermaßen korreliert: Die experimentellen Ergebnisse zeigen,
dass nur wenn ein Anion (Chloridion) exakt in einem eingeschränkten Bereich um die
Position 85 lokalisiert ist, eine BR-ähnliche stationäre Absorption und eine schnelle
Primärreaktion mit der BR-typischen Zeitkonstante von 0.5 ps hervorgerufen wird.
Fehlt dagegen das Anion oder befindet es sich außerhalb dieses eingeschränkten Be-
reichs, wird eine langsame Primärreaktion analog zur Primärreaktion von HR er-
zeugt. Dabei findet eine Verzweigung im angeregten Zustand statt, der mit einer
biexponentiellen Kinetik von 1 ps bis 10 ps zerfällt.
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Zusätzlich wurden die initialen Bewegungen im angeregten Zustand von BR un-
tersucht, indem erstmals die Auswirkung der Anregungsdichten auf die Fluoreszenz-
dynamik analysiert wurde:
Bei Anregungsdichten mit mehr als einem Photon pro BR-Molekül treten sowohl
spektrale als auch dynamische Änderungen in der Fluoreszenz auf, die Mehrphoto-
nenprozessen zugeordnet werden können. Diese Mehrphotoneneffekte können zum
ersten Mal bestehende Diskrepanzen in der Literatur bezüglich der Primärreaktion
von BR erklären.
Nur für Anregungsdichten unterhalb eines Photons pro BR-Molekül sind lineare und
native Anregungsbedingungen gewährleistet. Unter solchen Bedingungen ergibt sich
ein näherungsweise biexponentielles Verhalten, das mit den Zeitkonstanten <0.15 ps
und 0.45 ps beschrieben werden kann. Dabei konnte außerdem erstmals ein dyna-
mischer Stokesshift, (eine Rotverschiebung der Fluoreszenzmaxima in der Zeit) be-
obachtet werden. Die Verschiebung vollzieht sich mit einer charakteristischen Zeit
von <0.15 ps, die auf einen schnellen Umordnungsprozess auf der reaktiven Poten-
tialfläche hindeutet.
Ferner wurde der erste schnelle Prozess (<200 fs) mit Hilfe transienter Absorptions-
spektroskopie an BR sowie an den BR-Mutanten D85T im grünen Spektralbereich
untersucht. Dabei wurde BR am isosbestischen Punkt bei 534 nm im Detail analy-
siert, was zu einer genaueren Charakterisierung des ersten Prozesses (<200 fs) führte.
Bei dieser Wellenlänge wurde die Bildung und Auswirkung eines spektralen Loches
beobachtet. Damit ergibt sich dort das folgende Verhalten: Zuerst wird die Absorp-
tion aus dem angeregten Zustand (ESA) sichtbar, die instantan mit der Anregung
auftritt. Das Ausbleichen des Grundzustandes erscheint mit ca. 50 fs verzögert. Dar-
an schließt sich der dynamische Stokesshift an.
Zuletzt wurden Experimente zur kohärenten Kontrolle an BR, die zur Manipu-
lation der Primärreaktion dienen, vorbereitet. Ein solches kohärentes Kontrollex-
periment kann Aufschluss geben, welche Schwingungsmoden entscheidend zur Iso-
merisierungsreaktion des Retinals beitragen. Theoretische Simulationen eines Kon-
trollexperiments am BR-verwandten Rhodopsin zeigen, dass die Kontrolle der Iso-
merisierungsreaktion realisierbar ist [370, 371].
Als Vorbereitung wurde ein kohärentes Kontrollexperiment am Modellsystem Oxa-
zin 1 mit Hilfe transienter Absorptionsspektroskopie realisiert. Um die im Molekül
beteiligten Schwingungsmoden aufzulösen, war eine sehr hohe Zeitauflösung erfor-
derlich, für die in den hier präsentierten Experimenten ein sehr guter Wert von 25 fs
erreicht wurde.
Als Kontrollziel diente die Optimierung der Grundzustandswellenpakete mit Hilfe
linear gechirpter Anregungsimpulse. Der lineare Chirp im Anregungsimpuls wurde
durch einen computergesteuerten Impulsformer variiert. Diese experimentelle Metho-
de ermöglichte es, gezielt nur den Einfluss des linearen Chirps auf die Wellenpakete im
Molekül zu beobachten. Für die beiden dominanten Schwingungsmoden bei 560 cm−1
und 609 cm−1 konnte ein optimaler Chirpparameter Φ von -0.75 ± 0.2 fs/nm gefun-
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den werden, der in der Lage ist, effizient Wellenpakete im Grundzustand zu erzeugen.
Dieser experimentell bestimmte Wert Φ konnte durch eine vereinfachte theoretische
Modellbetrachtung bestätigt werden.
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[71] V. Copié, A. E. McDermott, K. Beshah, J. C. Williams, M. Spijkerassink,
R. Gebhard, J. Lugtenburg, J. Herzfeld, and R. G. Griffin. Deuterium solid-
state nuclear-magnetic-resonance studies of methyl-group dynamics in bacte-
riorhodopsin and retinal model compounds - evidence for a 6-s-trans chromo-
phore in the protein. Biochemistry, 33:3280–3286, 1994. 9
[72] A. E. McDermott, F. Creuzet, R. Gebhard, K. van der Hoef, M. H. Levitt,
J. Herzfeld, J. Lugtenburg, and R. G. Griffin. Determination of internuclear
distances and the orientation of functional groups by solid-state NMR: Ro-
tational resonance study of the conformation of retinal in bacteriorhodopsin.
Biochemistry, 33:6129–6136, 1994. 9
[73] A. Lewis, J. Spoonhower, R. A. Bogomolni, R. H. Lozier, and W. Stoeckenius.
Tunable Laser Resonance Raman-Spectroscopy of Bacteriorhodopsin. PNAS,
71(11):4462–4466, 1974. 9
[74] N. V. Katre, P. K. Wolber, W. Stoeckenius, and R. M. Stroud. Attachment
Site(S) of Retinal in Bacteriorhodopsin. PNAS, 78(7):4068–4072, 1981. 9
[75] H.-D. Lemke and D. Oesterhelt. Lysine 216 is a binding site of the retinyl
moiety in bacteriorhodopsin. FEBS Lett., 128:255–260, 1981. 9
[76] H. Bayley, K. S. Huang, R. Radhakrishnan, A. H. Ross, Y. Takagaki, and
H. G. Khorana. Site of attachment of retinal in bacteriorhodopsin. PNAS,
78:2225–2229, 1981. 9
[77] H. J. M. DeGroot, S. O. Smith, J. Courtin, E. Vandenberg, C. Winkel, J. Lug-
tenburg, R. G. Griffin, and J. Herzfeld. Solid-state 13C and 15N NMR-study of
the low pH forms of bacteriorhodopsin. Biochem., 29:6873–6883, 1990. 9, 30
[78] M. Kataoka, H. Kamikubo, F. Tokunaga, L. S. Brown, Y. Yamazaki, A. Maeda,
M. Sheves, R. Needleman, and J. K. Lanyi. Energy coupling in an ion-pump
- the reprotonation switch of bacteriorhodopsin. J. Mol. Biol., 243:621–638,
1994. 9, 13, 14
[79] H. Luecke, H. T. Richter, and J. K. Lanyi. Proton transfer pathways in bacte-
riorhodopsin at 2.3 Angstrom resolution. Science, 280:1934–1937, 1998. 9
[80] R. A. Haberkorn, J. Herzfeld, and R. G. Griffin. High-Resolution P-31 and
C-13 Nuclear Magnetic-Resonance Spectra of Unsonicated Model Membranes.
J. Am. Chem. Soc., 100(4):1296–1298, 1978. 10
[81] R. Henderson, J. M. Baldwin, T. A. Ceska, F. Zemlin, E. Beckmann, and
K. H. Downing. Model for the structure of bacteriorhodopsin based on high-
resolution electron cryomicroscopy. J. Mol. Biol., 213:899–929, 1990. 10, 21
115
Literaturverzeichnis
[82] G. S. Harbison, S. O. Smith, J. A. Pardoen, C. Winkel, J. Lugtenburg, J. Herz-
feld, R. Mathies, and R. G. Griffin. Dark-adapted bacteriorhodopsin contains
13-cis,15-syn and all-trans,15-anti retinal schiff bases. PNAS, 81:1706–1709,
1984. 10
[83] P. Scherrer, M. K. Mathew, W. Sperling, and W. Stoeckenius. Retinal Isomer
Ratio in Dark-Adapted Purple Membrane and Bacteriorhodopsin Monomers.
Biochemistry, 28:829–834, 1989. 10
[84] J. Tittor, S. Paula, S. Subramaniam, J. Heberle, R. Henderson, and D. Oes-
terhelt. Proton Translocation by Bacteriorhodopsin in the Absence of Sub-
stantial Conformational Changes. J. Mol. Biol., 319:555–565, 2002. 10, 14
[85] J. W. Petrich, J. Breton, J. L. Martin, and A. Antonetti. Femtosecond absorp-
tion spectroscopy of light-adapted and dark-adapted bacteriorhodopsin. Chem.
Phys. Lett., 137:369–375, 1987. 10, 11
[86] T. Mogi, L. J. Stern, T. Marti, B. H. Chao, and H. G. Khorana. Aspartic
acid substitutions affect proton translocation by bacteriorhodopsin. PNAS,
85:4148–4152, 1988. 12
[87] T. Marinetti, S. Subramaniam, T. Mogi, T. Marti, and H. G. Khorana. Repla-
cement of aspartic residues 85, 96, 115, or 212 affects the quantum yield and
kinetics of proton release and uptake by bacteriorhodopsin. PNAS, 86:529–533,
1989. 12
[88] M. Kataoka and H. Kamikubo. Structures of photointermediates an their
implications for the proton pump mechanism. BBA, 1460:166–176, 2000. 11
[89] H. Luecke. Atomic resolution structures of bacteriorhodopsin photocycle inter-
mediates: the role of discrete water molecules in the function of this light-driven
ion pump. BBA, 1460:133–156, 2000. 11
[90] J. K. Lanyi. X-ray Crystallography of Bacteriorhodopsin and Its Photoin-
termediates: Insights into the Mechanism of Proton Transport. Biochemistry
(Moscow), 66:1192–1196, 2001. 11
[91] J. K. Lanyi. X-ray diffraction of bacteriorhodopsin photocycle intermediates
(Review). Mol. Membr. Biol., 21:143–150, 2004. 11
[92] R. Govindjee, S. P. Balashov, and T. G. Ebrey. Quantum Efficiency of the
Photochemical Cycle of Bacteriorhodopsin. Biophys. J., 58(3):597–608, 1990.
11
[93] M. Renard and M. Delmelle. The Photochemical Quantum Yield of Bacterior-
hopsin is pH independent. FEBS Lett., 128:245–248, 1981. 11
116
Literaturverzeichnis
[94] S. L. Logunov, L. Song, and M. A. El-Sayed. pH Dependence of the Rate and
Quantum Yield of the Retinal Photoisomerization in Bacteriorhodopsin. J.
Phys. Chem., 98:10674–10677, 1994. 11
[95] D. Oesterhelt and W. Stoeckenius. Reversible Dissociation of the Purple Com-
plex in Bacteriorhodopsin and Indentification of 13-cis and all-trans-Retinal as
its Chromophores. Eur. J. Biochem., 40, 1973. 11, 30
[96] M. J. Pettei, A. P. Yudd, K. Nakanishi, R. Henselman, and W. Stoeckeni-
us. Femtosecond absorption spectroscopy of light-adapted and dark-adapted
bacteriorhodopsin. Biochemistry, 16:1955–1959, 1977. 11
[97] B. Aton, R. H. Callender, B. Becher, and T. G. Ebrey. Resonance raman
studies of purple membrane. Biochemistry, 16(13):2995–2999, 1977. 11, 12
[98] M. Tsuda, M. Glaccum, B. Nelson, and T. G. Ebrey. Light isomerizes the
chromophore of bacteriorhodopsin. Nature, 287:351–353, 1980. 11
[99] M. Braiman and R. Mathies. Resonance Raman spectra of bacteriorhodopsin’s
primary photoproduct: Evidence for a distorted 13-cis retinal chromophore.
PNAS, 79:403–407, 1982. 11, 15, 16
[100] R. van den Berg, D.-J. Jang, H. C. Bitting, and M. A. El-Sayed. Subpicose-
cond resonance Raman spectra of the early intermediates in the photocycle of
bacteriorhodopsin. Biophys. J., 58:135–141, 1990. 11
[101] M. C. Nuss, W. Zinth, W. Kaiser, E. Kölling, and D. Oesterhelt. Femtosecond
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Optical Picosecond Study of Bacteriorhodopsin Containing a Sterically Fixed
Retinal. BBA, 767:635–639, 1984. 15, 16
[171] B. Schobert, J. Cupp-Vickery, V. Hornak, S. O. Smith, and J. K. Lanyi. Cry-
stallographic structure of the K intermediate of bacteriorhodopsin: Conser-
vation of free energy after photoisomerization of the retinal. J. Mol. Biol.,
321:715–726, 2002. 15
[172] L. Ujj, Y. D. Zhou, M. Sheves, M. Ottolenghi, S. Ruhman, and G. H. At-
kinson. Vibrational spectrum of a picosecond intermediate in the artificial
br5.12 photoreaction: Picosecond time-resolved cars of t5.12. J. Am. Chem.
Soc, 122:96–106, 2000. 15, 16
[173] T. Alshuth, M. Stockburger, P. Hegemann, and D. Oesterhelt. Structure of
the retinal chromophore in halorhodopsin - a resonance raman-study. FEBS
Lett., 179:55–59, 1985. 15, 22
[174] F. Siebert and W. Mäntele. Investigation of the Primary Photochemistry of
Bacteriorhodopsin by Low-Temperature Fourier-Transform Infrared Spectros-
copy. Eur. J. Biochem., 130:565–573, 1983. 16
[175] K. Fahmy, F. Siebert, M. F. Großjean, and P. Tavan. Photoisomerization
in bacteriorhodopsin studied by FTIR, linear dichroism and photoselection
experiments combined with quantum chemical theoretical analysis. J. Molecul.
Struct., 214:257–288, 1989. 16
[176] K. Fahmy, F. Siebert, and P. Tavan. Structural investigation of bacteriorho-
dopsin and some of its photoproducts by polarized fourier-transform infrared
spectroscopic methods-difference spectroscopy and photoselection. Biophys.
J., 60:989–1001, 1991. 16
[177] T. L. Brack and G. H. Atkinson. Vibrationally excited retinal in the bacterior-
hodopsin photocycle: picosecond time-resolved anti-Stokes resonance Raman
scattering. J. Phys. Chem., 95:2351–2356, 1991. 16
[178] J. Herbst. Charakterisierung der Photoisomerisierung in Bakteriorhodopsin
durch Femtosekunden-Infrarot-Schwingungsspektroskopie. PhD thesis, Fachbe-
reich Physik der Freien Universität Berlin, 2002. 16
[179] D. Xu, C. Martin, and K. Schulten. Molecular dynamics study of early pi-
cosecond events in the bacteriorhodopsin photocycle: dielectric response, vi-
brational cooling and the J, K intermediates. Biophys. J., 70:453–460, 1996.
16
124
Literaturverzeichnis
[180] G. H. Atkinson, L. Ujj, and Y. Zhou. Vibrational Spectrum of the J-625 In-
termediate in the Room Temperature Bacteriorhodopsin Photocycle. J. Phys.
Chem. A, 104:4130–4139, 2000. 16
[181] R. Mathies, C. Cruz, W. Pollard, and C. Shank. Direct Observation of the Fem-
tosecond Excited-State Cis-Trans Isomerisation in Bacteriorhodopsin. Science,
240:777–779, 1988. 16, 17, 71, 79, 84, 86, 87
[182] G. H. Atkinson, T. L. Brack, D. Blanchard, and G. Rumbles. Picosecond
Time-Resolved Resonance Raman-Spectroscopy of the Initial Trans to Cis Iso-
merization in the Bacteriorhodopsin Photocycle. Chem. Phys., 131(1):1–15,
1989. 16
[183] K. Schulten, W. Humphrey, I. Logunov, M. Sheves, and D. Xu. Molecular
dynamics studies of bacteriorhodopsin,s photocycles. Isr. J. Chem., 35:447–
464, 1995. 17
[184] R. R. Alfano, W. Yu, R. Govindjee, B. Becher, and T. G. Ebrey. Picosecond
Kinetics Of The Fluorescence From The Chromophore Of The Purple Mem-
brane Protein Of Halobacterium Halobium. Biophys. J., 16:541–545, 1976.
18
[185] S. L. Shapiro, A. J. Campillo, A. Lewis, G. J. Perreault, J. P. Spoonhower, R. K.
Clayton, and W. Stoeckenius. Picosecond and Steady-State, Variable Inten-
sity and Variable Temperature Emission-Spectroscopy of Bacteriorhodopsin.
Biophys. J., 23:383–393, 1978. 18
[186] A. N. Kriebel, T. Gillbro, and U. P. Wild. Low-temperature investigation of the
intermediates of the photocycle of light-adapted bacteriorhodopsin - optical-
absorption and fluorescence measurements. BBA, 546(1):106–120, 1979. 18
[187] A. Franz. Pikosekunden-Spektroskopie an retinalhaltigen Photosystemen. PhD
thesis, Fakultät für Physik der Technischen Universität München, 1986. 18
[188] S. L. Logunov, T. M. Masciangioli, V. F. Kamalov, and M. A. El-Sayed.
Low-temperature retinal photoisomerization dynamics in bacteriorhodopsin.
J. Phys. Chem. B, 102(13):2303–2306, 1998. 18
[189] S. L. Dexheimer, Q. Wang, L. A. Peteanu, W. T. Pollard, R. A. Mathies, and
C. V. Shank. Femtosecond impulsive excitation of nonstationary vibrational
states in bacteriorhodopsin. Chem. Phys. Lett., 188:61–66, 1992. 18
[190] H. Abramczyk. Femtosecond primary events in bacteriorhodopsin and its re-
tinal modified analogs: Revision of commonly accepted interpretation of elec-
tronic spectra of transient intermediates in the bacteriorhodopsin photocycle.
J. Chem. Phys., 120:11120–11132, 2004. 19, 86, 87, 88
125
Literaturverzeichnis
[191] R. Gonzalez-Luque, M. Garavelli, F. Bernardi, M. Merchan, M. A. Robb, and
M. Olivucci. Computational evidence in favor of a two-state, two-mode model
of the retinal chromophore photoisomerization. PNAS, 97:9379–9384, 2000.
20, 86, 87, 88
[192] E. Teller. The crossing of potential surfaces. J. Phys. Chem., 41:109–116, 1937.
20
[193] M. Klessinger. Conical Intersections and the Mechanism of Singlet Photoreac-
tions. Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 34:549–551, 1995. 20
[194] M. Garavelli, T. Vreven, P. Celani, F. Bernardi, M. A. Robb, and M. Olivuc-
ci. Photoisomerization Path for a Realistic Retinal Chromophore Model: The
Nonatetraeniminium Cation. J. Am. Chem. Soc., 120:1285–1288, 1998. 20, 21
[195] M. Garavelli, F. Negri, and M. Olivucci. Initial Excited-State Relaxation of
the Isolated 11-cis Protonated Schiff Base of Retinal: Evidence for in-Plane
Motion from ab Initio Quantum Chemical Simulation of the Resonance Raman
Spectrum. J. Am. Chem. Soc., 121:1023–1029, 1999. 20, 86, 87, 88
[196] L. De Vico, C. S. Page, M. Garavelli, F. Bernardi, R. Basosi, and M. Olivucci.
Reaction Path Analysis of the ”Tunable”Photoisomerization Selectivity of Free
and Locked Retinal Chromophores. J. Am. Chem. Soc., 124:4124–4134, 2002.
20
[197] L. Song and M. A. El-Sayed. Primary step in bacteriorhodopsin photosynthesis:
Bond stretch rather than angle twist of its retinal excited-state structure. J.
Am. Chem. Soc., 120:8889–8890, 1998. 20
[198] R. Henderson. Purple Membrane from Halobacterium-Halobium. Annu. Rev.
Biophys. Bioengineer., 6:87–109, 1977. 21
[199] W. Stoeckenius, R. H. Lozier, and R. A. Bogomolni. Bacteriorhodopsin and
the Purple Membrane of Halobacteria. BBA, 505(3-4):215–278, 1979. 21
[200] J. K. Lanyi. Halorhodopsin: A Light-Driven Chloride Ion Pump. Ann. Rev.
Biophys. Biophys. Chem., 15:11–28, 1986. 21
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Photochem. Photobiol., submitted, 2006. 22
[211] A. Blanck and D. Oesterhelt. The halo-opsin gene: Sequence, primary structure
of halorhodopsin and comparison with bacteriorhodopsin. EMBO J., 6:265–
273, 1987. 21, 29, 63
[212] W. A. Havelka, R. Henderson, J. A. W. Heymann, and D. Oesterhelt. Projec-
tion structure of halorhodopsin from Halobacterium halobium at 6 Å resolution
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sungsmitteleinflüsse. PhD thesis, Fakultät für Physik der Ludwig-Maximilians-
Universität München, 2005. 42, 95
[307] R. L. Fork, O. Martinez, and J. Gordon. Negative dispersion using pairs of
prims. Opt. Lett., 9:150–152, 1984. 42
[308] E. B. Treacy. Optical pulse compression with diffraction gratings. IEEE J.
Quant. Electr., QE-5:454–458, 1969. 42
[309] R. L. Fork, C. H. Brito Cruz, P. C. Becker, and C. V. Shank. Compression
of optical pulses to six femtoseconds by using cubic phase compensation. Opt.
Lett., 12:483–485, 1987. 42
135
Literaturverzeichnis
[310] A. M. Weiner, J. P. Heritage, and E. M. Kirschner. High-resolution femtosecond
pulse shaping. J. Opt. Soc. Am. B., 5:1563–1572, 1988. 43
[311] A. M. Weiner, D. E. Leaird, J. S. Patel, and J. R. Wullert. Programmable
femtosecond pulse shaping by use of a multielement liquid-crystal phase mo-
dulator. Opt. Lett., 15:326–328, 1990. 43
[312] A. M. Weiner. Femtosecond Optical Pulse Shaping And Processing. Prog.
Quant. Electr., 19:161–237, 1995. 43
[313] A. M. Weiner. Femtosecond pulse shaping using spatial light modulators. Rev.
Sci. Instrum., 71:1929–1960, 2000. 43
[314] V. Konjaev. Gezielte Manipulation von Amplitude und Phase von
Femtosekunden-Lichtpulsen. Master’s thesis, Fakultät für Physik der Ludwig-
Maximilians-Universität München, 2002. 44
[315] J. Neuhaus. Analysis and Control of Femtosecond Pulses – Manipulation
of Femtosecond Light Pulses with Dispersive Elements and Liquid Crystal
Modulators. Master’s thesis, Fakultät für Physik der Ludwig-Maximilians-
Universität München, 2004. 44
[316] T. Feurer, A. Glass, and R. Sauerbrey. Two-photon photoconductivity in SiC
photodiodes and its application to autocorrelation measurements of femtose-
cond optical pulses. Appl. Phys. B, 65:295–297, 1997. 45
[317] R. Trebino and K. J. Kane. Using phase retrieval to measure the intensity and
phase of ultrashort pulses: frequency-resolved optical gating. J. Opt. Soc. Am.
A, 10:11011111, 1993. 45
[318] R. Trebino, K. W. DeLong, D. N. Fittinghoff, J. N. Sweetser, M. A. Krumbügel,
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gung des Arbeitskreises Atome, Moleküle, Quantenoptik und Plasmen (AMOP)
2006, Frankfurt, Vortrag.
142
Danksagung
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